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RESUMEN
Resumen 
 
El empleo de modificaciones superficiales en la composición química o en la topografía 
de un  implante permiten mejorar sus propiedades mecánicas, físicas y biológicas, en función 
de la aplicación clínica para la que han sido diseñados. La combinación de películas de carbono 
tipo diamante (DLC) con polidimetilsiloxano (DLC‐PDMS‐h) o politetrafluoretileno (DLC‐PTFE‐h) 
mediante  deposición  por  arco  pulsado  conduce  a  la  generación  de  recubrimientos  híbridos 
homogéneos que poseen  la dureza y  la  resistencia a  la  corrosión del DLC y  las propiedades 
antiadherentes de los polímeros. En este trabajo, hemos evaluado el efecto del DLC‐PDMS‐h y  
DLC‐PTFE‐h sobre  la  funcionalidad de células osteoformadoras y precursoras mesenquimales 
humanas.  Los  recubrimientos híbridos de DLC presentan una hidrofobicidad muy  similar  en 
términos  de  ángulo  de  contacto,  si  bien  sus  ángulos  de  deslizamiento  son  distintos.  Los 
recubrimientos  DLC‐PTFE‐h,  con  elevado  ángulo  de  deslizamiento,  permiten  la  correcta 
adhesión y proliferación de ambos tipos celulares. Por el contrario, las películas de DLC‐PDMS‐
h, con ángulos de deslizamiento cercano a cero dificultan estas funciones celulares. Las escasas 
células adheridas a estas superficies presentan características de células apoptóticas, con una 
morfología  contraída,  un  citoesqueleto muy  desorganizado,  pérdida  de  la  integridad  de  su 
membrana  y  expresión  de  la  forma  activa  de  caspasa‐3.  Estos  resultados  indican  que  los 
recubrimientos híbridos de DLC permiten controlar  la adhesión de células osteoformadoras y 
precursoras a través de modificaciones en las propiedades físicas de su superficie.  
Las aleaciones de Ti64 se emplean en la fabricación de implantes ortopédicos debido a 
sus excelentes propiedades mecánicas, buena resistencia a la corrosión y biocompatibilidad. La 
modificación  de  la  aleación  Ti64 mediante  abrasión mecánica  conduce  a  la  formación  de 
topografías  ordenadas  con  rugosidades  promedio  en  los  rangos  nanométrico  y 
submicrométrico. En este trabajo, hemos estudiado la respuesta de células osteoformadoras y 
precursoras  mesenquimales  humanas  a  estas  superficies  anisotrópicas.  Las  topografías 
ordenadas promueven la adhesión y proliferación de células precursoras a la aleación Ti64 así 
como  su maduración hacia  linaje osteogénico. Ambos  tipos  celulares  se orientan  y  elongan 
sobre  las  superficies  mecanizadas,  organizando  su  citoesqueleto  de  actina  y  matriz  de 
fibronectina  en  la  dirección  de  los  surcos.  El  fenómeno  de  orientación  por  contacto  sobre 
superficies  submicrométricas  implica  formación  de  filopodios  y  la  orientación  temprana  de 
fibras de estrés, microtúbulos y contactos focales en la dirección de los surcos. La GTPasa RhoA 
participa  en  el  proceso  de  orientación  de  células  precursoras  sobre  superficies 
submicrométricas  a  través  de  su  efector  ROCK,  pero  no  en  el  de  células  osteoformadoras. 
Estos  resultados  indican  que  las  superficies  mecanizadas  de  Ti64  permiten  controlar  la 
orientación  celular  y  la diferenciación de  células mesenquimales a  través de  irregularidades 
periódicas que alteran su topografía.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY
Summary 
 
Surface modification of biomaterials, either by changing their chemical composition or 
by  providing  topographical  cues,  are  commonly  used  to  improve  their  performance,  by 
enhancing their mechanical and physical properties or their biological behavior, depending on 
the clinical application  for which  they have been designed. The combination of diamond‐like 
carbon  films  (DLC) with polydimethylsiloxane  (DLC‐PDMS‐h) or polytetrafluoroethylene  (DLC‐
PTFE‐h), by a filtered pulsed arc discharge technique, produces homogeneous hybrid coatings 
that  couple  the  hardness  and  resistance  to wear  and  corrosion  of DLC with  the  non‐sticky 
properties of polymers.  In  this  study,  the effect of DLC‐PDMS‐h and DLC‐PTFE‐h coatings on 
the  behavior  of  human mesenchymal  stem  cells  and  primary  osteoblasts was  investigated. 
Both hybrid coatings show similar hydrophobicity  in  terms of contact angle, but  their sliding 
angle values are quite different. Our  findings  show  that  cells efficiently attach and grow on 
DLC‐PTFE‐h surfaces, with high sliding angle value. In contrast, DLC‐PDMS‐h films, with sliding 
angle values close to zero, greatly impair all cellular functions examined. The few cells attached 
to  these  surfaces  exhibit  apoptotic  features,  such  as  contracted morphology,  disorganized 
cytoskeleton,  loss  of membrane  integrity  and  expression  of  active  caspase‐3.  These  results 
indicate  that  DLC  hybrid  coatings  control  the  adhesion  of  both  cell  types  through  their 
different physical properties. 
Ti64  alloy  is  frequently  used  in  the manufacture  of  orthopedic  devices  owing  to  its 
excellent  mechanical  properties,  good  corrosion  resistance  and  biocompatibility.  Surface 
modification  of  Ti64  alloy  by  mechanical  abrasion  leads  to  the  formation  of  nano‐  and 
submicron‐grooved  surfaces.  In  this  study,  the  responses of human mesenchymal  stem  cells 
and  primary  osteoblasts  to  anisotropic  roughening  of  the  alloy  have  been  evaluated.  Our 
findings  show  that  patterned  topographies  enhance  the  adhesion,  proliferation  and 
osteoblastic differentiation of human precursor  cells. Both  cell  types orient and elongate on 
patterned surfaces  through  the alignment of actin cytoskeleton and  fibronectin matrix  in  the 
direction of the grooves. Contact guidance on submicrometric surfaces involves the formation 
of  filopodia and early orientation of  stress  fibers, microtubules and  focal  contacts along  the 
grinding direction. The GTPase RhoA  is  involved  in the process of contact guidance of human 
precursor  cells  on  submicrometric  surfaces  via  its  effector  ROCK,  but  not  in  primary 
osteoblasts. These results indicate that patterned Ti64 surfaces control orientation of both cell 
types  and  differentiation  of  human  precursor  cells  through  periodic  irregularities  in  their 
topography. 
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1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL HUESO 
El hueso es una forma especializada de tejido conectivo mineralizado que desempeña  
funciones  esenciales  para  el  organismo,  entre  las  que  destaca  su  papel  fundamental  como 
soporte  estructural  del  cuerpo. Asimismo  el  esqueleto  protege  órganos  internos  y  sostiene 
tejidos blandos, permite el movimiento y es un reservorio iónico para la homeostasis mineral. 
Teniendo  en  cuenta  su  importancia  funcional,  se  puede  inferir  que  lesiones  de  este  tejido 
implican un alto impacto en la calidad de vida del individuo.  
El  tejido  óseo  es  un  tejido muy  vascularizado  y  presenta  una  estructura  altamente 
organizada en laminillas óseas. En función de su disposición estructural se distinguen dos tipos 
de hueso, el  cortical o  compacto y el esponjoso o  trabecular  (Fig. 1 A). El hueso  cortical  se 
localiza  en  la  parte  externa  de  los  huesos  formando  una  capa  compacta  y  densa.  Está 
constituido  por  unidades  estructurales  denominadas  osteonas,  compuestas  por  laminillas 
concéntricas de matriz ósea alrededor de un conducto central, el conducto de Havers (Fig. 1 B) 
[Cooper  y  col.  1966].  El  tejido  esponjoso  está  formado  por trabéculas  óseas dispuestas  en 
distintas  direcciones, formando una  red  irregular  en  la  que  se  alberga  la médula  ósea.  La 
orientación de  las  trabéculas y  la disposición de  las  laminillas óseas están determinadas por 
fuerzas  locales,  confiriendo  al hueso propiedades mecánicas únicas que  le permiten  resistir 
esfuerzos y transferir cargas sin romperse [revisado en el libro  “Principles of Bone Biology”].  
 
Figura  1.  Representación  esquemática  del  hueso.  (A)  Sección  de  un  hueso  largo  que  muestra  la 
organización  y  localización  de  los  distintos  tipos  de  tejido  óseo.  (B) Detalle  de  una  osteona,  unidad 
estructural del hueso compacto. (C) Disposición de las trabéculas en el hueso esponjoso.  
 
Tanto  el  hueso  compacto  como  el  esponjoso  están  compuestos  por  células 
especializadas y matriz ósea. La  formación de hueso  se produce en el organismo durante el 
desarrollo embrionario, el crecimiento y  la  reparación de  fracturas. Además, a  lo  largo de  la 
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vida  del  individuo,  este  tejido  sufre  un  proceso  constante  de  formación  y  resorción  que 
condiciona el mantenimiento del volumen óseo, la reparación del daño tisular y la homeostasis 
del metabolismo mineral [revisado en Martin y Seeman 2008].  
 
1.1. Matriz ósea 
La matriz ósea consta de dos componentes principales, una matriz orgánica constituida 
por proteínas y una  fase mineral  formada por  sales  inorgánicas. El  componente mineral del 
hueso representa aproximadamente dos tercios de la masa ósea y está formado en su mayor 
parte por un tipo de fosfato cálcico, cuya estructura es muy similar al mineral hidroxiapatita. 
Además  contiene  magnesio,  sodio,  potasio,  manganeso  y  flúor  en  bajas  proporciones.  La 
matriz orgánica representa aproximadamente un tercio de la masa ósea y está compuesta por 
colágeno  y  proteínas  no  colágenas.  Aproximadamente  el  90%  de  la  matriz  orgánica  está 
constituida  por  colágeno  tipo  I  aunque  existe  un  pequeño  porcentaje  de  colágeno  tipo  V 
[Anselme  2000].  La  proteína  no  colágena  más  abundante  y  exclusiva  del  hueso  es  la 
osteocalcina  (OC),  que  se  une  específicamente  a  los  cristales  de  hidroxiapatita  de  la  fase 
mineral  [Ducy  y  col.  1996].  La  matriz  orgánica  contiene  otras  proteínas  tales  como 
osteonectina,  osteopontina  (OPN),  sialoproteína  ósea  (BSP),  fibronectina  (FN), 
trombospondina  y  vitronectina.  La mayoría de  estas proteínas,  así  como  el  colágeno  tipo  I, 
presentan propiedades adhesivas debido a que contienen en  su  secuencia el  tripéptido Arg‐
Gly‐Asp  (RGD), que es reconocido por  los receptores de  la superficie celular [Anselme 2000]. 
Además,  entre  los  componentes no  colágenos de  la matriz orgánica  se  encuentran  algunos 
proteoglicanos, tales como ácido hialurónico, condroitín sulfato, queratán sulfato, biglicano y 
decorina. Todas  las proteínas que constituyen  la matriz orgánica son sintetizadas por células 
osteoformadoras,  los osteoblastos, y  la mayoría están  involucradas en procesos de adhesión 
celular y mineralización de la matriz [Anselme  2000,  Young y col. 2003].  
La matriz ósea es responsable de las extraordinarias propiedades mecánicas del hueso. 
Las  fibras  colágenas  le  proporcionan  flexibilidad  y  resistencia  a  la  tensión mientras  que  las 
sales minerales  le  confieren  dureza,  rigidez  y  resistencia  a  la  compresión.  Asimismo  es  un 
reservorio de calcio y fósforo para el organismo, y sus proteínas participan activamente en el 
mantenimiento de la integridad y funcionalidad del tejido óseo [Young y col. 2003]. 
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1.2. Células óseas  
En  el  hueso  se  distinguen  dos  tipos  de  células,  los  osteoblastos  y  los  osteoclastos, 
responsables de la formación y resorción ósea, respectivamente.  
Los  osteoclastos  son  células  grandes,  multinucleadas  que  derivan  de  precursores 
hematopoyéticos  del  linaje  monocítico.  Estas  células  contribuyen  al  mantenimiento  de  la 
integridad del esqueleto y regulan la homeostasis de electrolitos en el organismo [Väänänen y 
col. 2000]. 
Los  osteoblastos  (OB)  son  células  mononucleadas,  de  morfología  fusiforme,  con 
citoplasma basófilo, aparato de Golgi  y  retículo endoplasmático  rugoso de  gran  tamaño.  Su 
función  principal  es  la  formación  de  hueso mediante  la  síntesis,  secreción,  organización  y 
mineralización de  la matriz ósea  [Watkins  y  col. 2001]. Además, modulan  la  resorción ósea 
llevada a cabo por los osteoclastos a través de la síntesis de citoquinas específicas y factores de 
crecimiento  [Simonet  y  cols.  1997].  Los  OB  proceden  de  la  diferenciación  de  células 
precursoras  de  origen mesenquimal  (MSC)  que  se  localizan  en  la médula  ósea,  un  tejido 
complejo, sinusoidal y bien organizado que se encuentra en la cavidad medular de los huesos 
largos, el esternón,  la pelvis  y  las  vértebras esponjosas.  Las  células MSC de  la médula ósea 
fueron  identificadas  por  primera  vez  por  Friedenstein  y  col.  (1974)  y  se  describieron  como 
células  adherentes,  de morfología  fibroblastoide,  capaces  de  diferenciarse  hacia  células  de 
origen mesodérmico tales como osteoblastos, condrocitos o adipocitos. Estas células expresan 
en su membrana antígenos de superficie como CD105, CD73, CD90, CD44, CD29, CD13, CD106, 
CD166 y carecen de marcadores específicos de linaje hematopoyético como CD34 y CD45 o del 
sistema  inmune  como CD14  [Pittenger  y  col. 1999]. Además de  su  elevada plasticidad para 
madurar hacia diversos linajes, las células MSC poseen capacidad de auto‐renovación a lo largo 
de  la  vida  del  individuo.  Entre  los mecanismos moleculares  de  señalización  que  regulan  la 
auto‐renovación, proliferación y diferenciación de las células MSC destacan las rutas mediadas 
por Wnt, Notch y Hedgehog, y los factores de transcripción Nanog, Oct3/4 y Sox‐2 [Takahashi y 
Yamanaka 2006, Campbell y col. 2008, Huangfu y col. 2008].  
El  proceso  de  osteogénesis  comienza  con  el  reclutamiento  de  células 
osteoprogenitoras  en  sitios  activos  de  reconstrucción  ósea  y  está  regulado  por  señales 
paracrinas,  autocrinas  y  endocrinas.  Entre  los  factores  de  crecimiento  que  controlan  los 
procesos  de  migración  y  proliferación  celular  destacan  el  TGF‐β  (factor  transformante  de 
crecimiento  β),  el  PDGF  (factor de  crecimiento derivado de plaquetas)  e  IGF‐I  y  II  (factores 
análogos a  insulina  I y  II) [Devescovi y col. 2008]. Por otro  lado,  las proteínas morfogenéticas 
óseas (BMPs), miembros de  la superfamilia del TGF‐β,  junto con  los factores de transcripción 
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Osx (Osterix) y Runx2 (también conocido como Cbfa1, del inglés “core binding factor alpha 1”) 
constituyen  los reguladores más potentes del proceso de diferenciación de células MSC hacia 
el  linaje osteoblástico [revisado en Komori 2006]. Las BMPs  inducen  la expresión de Runx2 y 
Osx  en  células MSC  y  la  acción  coordinada  de  Runx2  y BMPs  regula  la  expresión  de  genes 
específicos  de  fenotipo  osteoblástico  [Ducy  y  col  1997,  Long  2011].  El  proceso  de 
diferenciación  osteoblástica  requiere  también  la  participación  de  hormonas,  entre  las  que 
destacan la PTH (hormona paratiroidea), glucocorticoides y 1,25‐dihidroxivitamina D3 así como 
la presencia de estímulos mecánicos [Watkins y col. 2001].  
Durante  la  adquisición  del  fenotipo  osteoblástico,  las  células  atraviesan  distintos 
estados funcionales que se caracterizan por la síntesis de componentes orgánicos de la matriz 
extracelular,  secreción  de  proteínas  implicadas  en  la maduración  del  osteoide  y  síntesis  de 
proteínas  que  contribuyen  a  la  mineralización  ósea.  La  transición  entre  estas  fases  se 
caracteriza por  la expresión  secuencial de genes  implicados en el  crecimiento y maduración 
osteoblástica (Fig. 2). El colágeno tipo I, la fosfatasa alcalina (FA) y la FN se expresan de forma 
temprana en células MSC comprometidas hacia el linaje osteoblástico. La expresión de OPN es 
característica de preosteoblastos mientras que  la BSP y  la OC adquieren sus máximos niveles 
de expresión durante la diferenciación del pre‐osteoblasto al osteoblasto, y son características 
del periodo de mineralización  [Aubin  y  col. 1996;  Stein  y  col. 1996]. Estas proteínas  se han 
identificado como marcadores de formación ósea y su cuantificación es muy útil en el estudio 
in vitro del proceso de maduración de MSC hacia el linaje osteoformador. 
 
 
Figura  2.  Representación  esquemática  de  la  diferenciación  de  células MSC  hacia  diversos  linajes. 
Detalle  de  los  principales  marcadores  de  diferenciación  osteoblástica.  MSC:  células  precursoras 
mesenquimales, PPARγ: receptor activado por proliferadores de peroxisomas, C/EBPs: proteína de unión 
al enhancer CCAAT beta, Ihh: homólogo indian hedgehoc, Shh: homólogo sonic hedgehoc, Osx: osterix, 
Col  I: colágeno  I, FA:  fosfatasa alcalina, FN:  fibronectina,   OPN: osteopontina, BSP: sialoproteina ósea, 
OC: osteocalcina. 
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La vida media de  los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al  término de  las 
cuales  pueden  sufrir  apoptosis,  transformarse  en  osteocitos  o  en  células  de  revestimiento 
superficial [revisado en “Principles of Bone Biology”]. Los osteocitos son osteoblastos maduros 
que  se  encuentran  embebidos  en  el  hueso mineralizado.  Poseen morfología  estrellada  con 
prolongaciones  citoplasmáticas  que  les  permiten  comunicarse  entre  sí,  son  sensibles  a 
estímulos mecánicos y están  implicados en  la detección de microfracturas óseas [Bonewald y 
Johnson  2008].  Las  células  de  revestimiento  superficial  son  osteoblastos  con  morfología 
aplanada que recubren la superficie ósea del interior de los huesos. Estas células procesan los 
residuos originados por los osteoclastos tras la resorción ósea e inician la formación de hueso, 
mediante la deposición de una fina capa de colágeno [Everts y col. 2002]. 
Como  se  ha  mencionando  anteriormente,  las  células  MSC  tienen  capacidad  para 
diferenciarse hacia otros  linajes,  incluyendo el  linaje adipocítico, que  implica  la activación de 
un  programa  de  expresión  génica mediado  por  factores  de  transcripción  entre  los  cuales 
destacan PPARγ (receptores activados por proliferadores de peroxisomas) y C/EBPs (proteína 
de  unión  al  “enhancer”  CCAAT  beta)  [revisado  en  Lefterova  y  Lazar  2009].  Durante  su 
maduración a adipocitos,  las células adquieren una morfología redondeada caracterizada por 
la  presencia  de  vesículas  lipídicas  almacenadas  en  su  interior.  El  proceso  de  diferenciación 
adipogénica  va  acompañado  de  cambios  en  la  actividad  de  las  enzimas  implicadas  en  el 
metabolismo  de  los  triglicéridos  tales  como  la  ATP  citrato  liasa,  enzima málica,  acetilCo‐A 
carboxilasa y la  estearoil‐CoA desaturasa. Las células diferenciadas poseen un número mayor 
de transportadores de glucosa y de receptores de insulina, por lo que aumenta su sensibilidad 
a estas moléculas [Gregoire y col. 1998].  
 
2. BIOMATERIALES EMPLEADOS EN CIRUGÍA ORTOPÉDICA 
El envejecimiento progresivo de  la población ha conducido a un  importante aumento 
en la incidencia de patologías osteoarticulares de tipo degenerativo. Asimismo se ha producido 
un  incremento  en  el número de  personas  jóvenes  con  trastornos  en  el  aparato  locomotor, 
como consecuencia de los accidentes de circulación o la práctica de deportes de alto riesgo. En 
muchas ocasiones, el tratamiento médico conservador no logra resolver estas patologías por lo 
que  es  necesario  el  reemplazo  del  tejido  no  funcional  por  elementos  artificiales  conocidos 
como  implantes  ortopédicos  o  prótesis.  La  cirugía  de  sustitución  articular  no  es  una 
intervención definitiva y en muchos casos es necesaria una segunda  intervención. De hecho, 
aproximadamente  un  10%  de  las  prótesis  implantadas  requieren  una  revisión  en  los  10 
primeros  años  tras  su  implantación.  Entre  las  causas  que  conducen  al  fallo  del  implante 
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destacan  su  incorrecta  interacción  con el  tejido  circundante y  la  liberación de productos de 
degradación  a  consecuencia  del  desgaste,  corrosión  o  fatiga.  El  desgaste  del  implante  se 
produce como consecuencia de un deslizamiento entre dos superficies en contacto y conduce 
al  desprendimiento  de  partículas  del material.  La  corrosión  es  el  proceso  de  degradación 
sufrido por un biomaterial debido a  la presencia de un medio  fisiológico agresivo y conduce 
principalmente a la liberación de iones. La resistencia a la fatiga se define como la resistencia 
para soportar cargas cíclicas. La fatiga puede dar lugar a la fractura del material y por tanto a la 
aparición de partículas de desgaste. Ante esta perspectiva, la investigación en el desarrollo de 
biomateriales  funcionales  y  poco  agresivos  para  el  organismo  ha  experimentado  un 
extraordinario avance en los últimos años.  
Los  biomateriales  se  definen  como  materiales  destinados  a  interaccionar  con  los 
sistemas biológicos en la evaluación o tratamiento de una enfermedad [Williams y col.  1992]. 
Los materiales empleados en biomedicina deben ser biocompatibles y biofuncionales,  lo que 
limita  las materias primas  con  las que  se puede abordar  su diseño.  La biocompatibilidad  se 
define como la capacidad del material para ser aceptado por el medio biológico que lo rodea o 
tolerado  por  el  organismo.  Asimismo,  el  material  debe  poseer  buenas  características 
biofuncionales  que  le  capaciten  para  aportar  las  prestaciones  necesarias  que  requiera  la 
aplicación a la que vaya a ser destinado.  
Dentro  de  los  tratamientos  quirúrgicos  empleados  en  cirugía  ortopédica  y 
traumatología,  la  sustitución  protésica  de  las  articulaciones  ha  sido  uno  de  los  mayores 
avances logrados en el último siglo. La cirugía de sustitución articular permite la reconstrucción 
de una articulación deteriorada mediante el empleo de una articulación artificial o prótesis, 
devolviéndole  movilidad  y  restaurando  su  función.  Las  articulaciones  sustituidas  con  más 
frecuencia son la cadera y la rodilla. Dependiendo del tipo de anclaje al hueso que se emplee, 
las  prótesis  pueden  ser  cementadas,  si  se  fijan  empleando  un  cemento  quirúrgico,  o  no 
cementadas, cuando el implante se ancla directamente al hueso. En la figura 3 se detallan los 
componentes de una prótesis total de cadera entre los que se encuentran un vástago metálico, 
una cabeza esférica metálica o cerámica, y un componente acetabular metálico o cerámico con 
una  superficie  articulante  generalmente  de  polietileno.  Los  materiales  usados  en  las 
superficies articulantes deben presentar una buena  resistencia al desgaste mientras que  los 
empleados  tanto  en  componentes  femorales  como  acetabulares  de  prótesis  sin  cementar 
deben asegurar una correcta fijación ósea y transmisión de cargas entre el hueso y el implante.  
Mientras que la cirugía de sustitución articular precisa la implantación de materiales de 
forma permanente en el organismo, existen numerosas intervenciones que requieren el uso de 
biomateriales de forma temporal, tales como placas de osteosíntesis, clavos o tornillos (Fig. 3). 
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En la mayoría de los casos los dispositivos temporales se emplean como elementos de fijación 
u  osteosíntesis  en  la  consolidación  de  fracturas mediante  la  estabilización  temporal  de  los 
fragmentos  óseos.  Estos  dispositivos  deben mantener  la  continuidad  y  la  alineación  de  las 
partes  del  hueso  fracturadas  y  han  de  ser  capaces  de  transmitir  las  cargas  durante  la 
reparación ósea. Por ello, los materiales utilizados para la fabricación de elementos de fijación 
deben  ser  biocompatibles  y  proporcionar  elevadas  prestaciones  mecánicas.  Con  el  fin  de 
facilitar su retirada una vez consolidada la fractura, es conveniente que no exista una excesiva 
mineralización del tejido circundante.  
 
Figura 3. Componentes de una prótesis de cadera y elementos de osteosíntesis. 
 
 2.1. Aleaciones metálicas empleadas en cirugía ortopédica 
Las aleaciones metálicas poseen una buena resistencia a la corrosión en contacto con 
los fluidos biológicos, gran ductilidad, y excelentes propiedades mecánicas, muy superiores a 
las  de  los metales  puros,  las  cerámicas  o  los  polímeros.  Debido  a  estas  características  se 
emplean  generalmente  en  la  fabricación  de  prótesis  y  dispositivos  temporales,  y  en  la 
actualidad no  tienen  sustitutos equiparables en aplicaciones que deben  soportar carga.    Las 
aleaciones  metálicas  más  utilizadas  en  cirugía  ortopédica  son  los  aceros  inoxidables,  las 
aleaciones de base de cobalto (Co) y las aleaciones de titanio (Ti). 
 
2.1.1. Aceros inoxidables  
Los  aceros  inoxidables  están  compuestos  por  hierro,  carbono  y  otros  elementos 
aleantes entre  los que  se  incluyen níquel,  cromo o molibdeno. Estas aleaciones poseen una 
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elevada pureza y son más resistentes a la corrosión que los aceros comunes, ya que presentan 
en su superficie una capa de pasivado rica en óxido de cromo. El acero  inoxidable empleado 
más  frecuentemente en  la  fabricación de  implantes es el acero  inoxidable AISI 316L  forjado. 
Contiene aproximadamente un 17% de cromo, un 10‐14% de níquel y un 2% de molibdeno y 
presenta  una  resistencia  a  la  corrosión  mayor  que  otros  aceros.  En  general,  los  aceros 
inoxidables presentan una moderada resistencia a la corrosión y poseen un módulo elástico de 
unos  220 GPa, mucho más  elevado  que  el  del  tejido  óseo  (≈  30 GPa),  lo  que  hace  que  la 
transmisión de cargas entre el hueso y el  implante no sea eficaz  [Wapner 1991, Zysset y col 
1999, revisado en Geetha y col. 2009]. Debido a ello, su uso en  la fabricación de dispositivos 
que  soportan  carga mecánica  y  requieren una  larga  vida útil es  limitado  y  su empleo  se ha 
reducido a la fabricación de implantes de uso temporal. 
 
 2.1.2. Aleaciones de base Co 
Existen dos tipos de aleaciones de base Co, las de Cobalto‐Cromo‐Molibdeno (CoCrMo) 
y  las de Cobalto‐Níquel‐Cromo‐Molibdeno  (CoNiCrMo). Estas aleaciones  fueron  las primeras 
utilizadas en la fabricación de acetábulos de prótesis de cadera debido a su gran resistencia al 
desgaste y su elevada dureza. Asimismo se han empleado como revestimientos porosos para la 
fijación de prótesis ortopédicas ya que presentan una elevada  resistencia mecánica. Al  igual 
que el acero  inoxidable,  las aleaciones de base Co poseen un elevado módulo elástico (≈ 220 
GPa) y sufren corrosión a  largo plazo. Además,  los  iones cromo o cobalto  liberados al medio 
biológico poseen  efectos  carcinogénicos, por  lo que  el uso de  estas  aleaciones  es  cada  vez 
menos frecuente [Wapner  1991, Okazaki y col. 2005].  
 
2.1.3. Aleaciones de base Ti  
Las aleaciones de base Ti presentan un modulo elástico de entre 105 y 120 GPa, menor 
que el de los aceros inoxidables y las aleaciones de base Co, y poseen baja densidad, por lo que 
su comportamiento mecánico es más semejante al del hueso [revisado en Geetha y col. 2009]. 
Además,  presentan  buena  resistencia  a  la  corrosión  en  el  medio  biológico  debido  a  la 
formación espontánea de una capa de óxido en su superficie (TiO2). La principal desventaja de 
estos materiales es su baja resistencia al desgaste.  
El titanio en estado metálico es un material alotrópico, es decir, puede existir en más 
de  una  forma  cristalográfica.  A  temperatura  ambiente  presenta  una  estructura  hexagonal 
compacta (fase α). A temperaturas superiores a 882 ºC sufre una transformación reversible a 
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una estructura cúbica (fase β). Esta transformación ofrece la posibilidad de obtener aleaciones 
con distintas microestructuras α, β o α/β mediante la adición de elementos que estabilizan una 
u otra  fase. Por  ejemplo,  el  aluminio  tiende  a  estabilizar  la  fase  α mientras que  el  vanadio 
estabiliza  la  fase  β.  La  adición  de  elementos  aleantes  tales  como  aluminio  y  vanadio 
proporciona  a  la  aleación  una mayor  resistencia  a  la  fatiga.  Actualmente,  la  aleación  Ti64 
(Ti6Al4V; 90% de Titanio, 6% de Aluminio, 4% de Vanadio) es la más utilizada en la fabricación 
de componentes protésicos que van soportar carga y requieren fijación biológica, debido a su 
elevada resistencia a la fatiga y a la corrosión, así como a su excelente biocompatibilidad [Liu y 
col. 2004, Jayaraman y col. 2004, Geetha y col.  2009]. 
 
2.2. Modificaciones superficiales de aleaciones metálicas 
La  investigación  en  biomateriales  metálicos  se  ha  dirigido  hacia  el  desarrollo  de 
modificaciones superficiales que permitan mejorar sus propiedades mecánicas, biológicas o su 
resistencia  al  desgaste  y  a  la  corrosión  [revisado  en  Anselme  y  col.  2010].  Un  aspecto 
importante  a  tener  en  cuenta  al  modificar  la  superficie  de  un  material  es  considerar  los  
requerimientos específicos de  la aplicación clínica para  la que ha sido diseñado. Por ejemplo, 
algunos implantes empleados como dispositivos temporales requieren una interacción mínima 
con el tejido óseo para facilitar su retirada. Sin embargo, los materiales empleados en la zona 
de unión a hueso de prótesis  sin  cementar deben  interaccionar  con el  tejido que  les  rodea 
promoviendo  su  osteointegración,  es  decir,  la  conexión  íntima,  directa  y  funcional  entre  el 
hueso y el  implante. En este  caso,  la eficacia a  largo plazo del  implante dependerá en gran 
medida de  la primera fase de  interacción entre  las células osteoformadoras y el material, así 
como de su capacidad de proliferación, diferenciación y mineralización sobre su superficie. Con 
el  fin  de mejorar  el  rendimiento  de  los  implantes,  en  los  últimos  años  se  han  investigado 
modificaciones superficiales que permitan controlar  la adhesión de células óseas al material, 
mediante el desarrollo de  técnicas y metodologías encaminadas a modificar  las propiedades 
químicas o topográficas de la superficie de biomateriales convencionales. 
 
   2.2.1. Modificaciones en la composición química superficial  
El objetivo principal que persiguen  las modificaciones en  la química superficial de un 
sustrato metálico  es  la mejora  de  sus  propiedades  físicas,  químicas  y  biológicas.  Entre  las 
técnicas  empleadas para  este  fin destacan  los  tratamientos  superficiales  y  la deposición de 
recubrimientos.  Los  tratamientos  superficiales  como  la  oxidación  térmica,  la  implantación 
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iónica o los tratamientos ácidos o alcalinos alteran la composición superficial del material con 
el  fin  de mejorar  su  resistencia  al  desgaste  y  a  la  corrosión  así  como  su  biocompatibilidad 
[Saldaña  y  col.  2007,  Lee  y  col.  2008,  Yao  y  col.  2010,  Yang  y  col.  2011].  Por  ejemplo,  la 
oxidación  térmica  de  la  aleación  Ti64  resulta  en  la  formación  de  una  capa  cerámica  en  su 
superficie  que  disminuye  la  liberación  de  iones  y mejora  la  adhesión  y  la  proliferación  de 
células osteoblásticas  [Saldaña y  col. 2007]. Por otra parte,  los  tratamientos de anodización 
sobre esta misma aleación  inducen un aumento en  la actividad FA de  células osteoblásticas 
[Lee  y  col.  2008].  Mientras  que  los  tratamientos  superficiales  conducen  a  cambios  en  la 
composición  química  del  sustrato,  la  deposición  de  recubrimientos  permite  generar 
composiciones  superficiales diferentes  a  la del material de base  sin  alterar  sus propiedades 
mecánicas  intrínsecas  y mejorando  su  resistencia  al  desgaste  o  la  corrosión.  En  la  última 
década,  la generación de  recubrimientos  sobre biomateriales  convencionales ha despertado 
un gran  interés debido a  la versatilidad de propiedades  físicas y químicas que ofrecen. Entre 
ellos, los materiales basados en carbono tipo diamante (DLC, del inglés “diamond‐like carbon”) 
han ganado mucha atención en los últimos años. Estos recubrimientos súper duros presentan 
una elevada resistencia al desgaste y la corrosión, buena estabilidad química y bajo coeficiente 
de  fricción.  Los  recubrimientos  de  DLC  se  pueden  obtener  mediante  distintas  técnicas 
incluyendo  deposición  asistida  mediante  haz  de  iones,  deposición  química  en  fase  vapor 
asistida por plasma, implantación iónica o pulverización catódica, entre otras [revisado en Roy 
y  Lee  2007].  Según  las  condiciones  utilizadas  para  su  preparación,  el  recubrimiento  puede 
incluir  distintos  porcentajes  atómicos  de  hidrógeno  que  le  confieren  una  densidad  y  una 
dureza  determinadas.  Esto  conduce  a  una  amplia  gama  de  propiedades  en  función  de  su 
estructura atómica o  la cantidad de hidrógeno  incorporada. Además se pueden  funcionalizar 
mediante  la  adición de otros  elementos  como  Si, P,  Ti, N,  F o Cu  con  el  fin de  adaptar  las 
propiedades  superficiales del material a  la  función biológica específica para  la  cual han  sido 
diseñados [revisado en Roy y Lee 2007]. La combinación de DLC con polímeros antiadherentes 
como  politetrafluoretileno  (PTFE,  también  conocido  como  teflón©)  o  polidimetilsiloxano 
(PDMS) ha permitido  la generación de  recubrimientos híbridos de DLC  (DLC‐h)  con distintas 
propiedades  superficiales. Estas películas, producidas mediante deposición por arco pulsado 
(FPAD), poseen una estructura atómica similar a la de los recubrimientos de DLC puro, con una 
elevada dureza  [Anttilla y  col. 2003, Kinnari y  col. 2008]. Entre  sus propiedades destacan  la 
combinación  de  la  resistencia  al  desgaste  y  a  la  corrosión  del  DLC  con  las  propiedades 
antiadherentes del PTFE y PDMS. De cara a  su aplicación en cirugía ortopédica no  todos  los 
materiales son apropiados para la deposición de este tipo de recubrimientos [Oka y col. 2007]. 
Para conseguir una buena adhesión de las películas de DLC sobre un sustrato es necesario que 
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se  formen  carburos  en  la  superficie  del material  durante  la  primera  etapa  del  proceso  de 
deposición  [Anttila  y  col.  1997]. Además,  es  preferible  que  los materiales  sobre  los  que  se 
depositan sean relativamente blandos, con valores de dureza Vickers  inferiores a 3 GPa para 
eliminar  la  tensión  residual ejercida por el  recubrimiento  [Anttila y col. 1997, Alakoski y col. 
2003,  Tiainen  y  col.  2008].  En  este  sentido,  diferentes  autores  han  observado  que  los 
recubrimientos  de  DLC  se  adhieren  eficientemente  a  aleaciones  de  base  Co  y  aceros 
inoxidables y podrían emplearse para    resolver  los   problemas asociados a  la  corrosión que 
sufren estos materiales en medio biológico [Platon y col. 2001, Roy y col. 2008]. Por otra parte, 
aunque el Ti forma carburos en su superficie, algunas de sus aleaciones presentan una dureza 
tan elevada que el espesor de los recubrimientos de DLC depositados no puede ser superior a 
1 µm, debido a  las  tensiones  residuales que  se generan por  las diferencias en  la dureza de 
ambos materiales. Ya que  la tensión interna del DLC‐PDMS‐h y DLC‐PTFE‐h es inferior a la del 
DLC,  cabría  esperar  que  los  recubrimientos  híbridos  presenten  una  mejor  adhesión  a  las 
aleaciones  de  Ti  que  el  DLC  puro.  Pese  a  que  estos  recubrimientos  son  candidatos 
prometedores para  su aplicación en  la  fabricación de  implantes ortopédicos,  la  información 
acerca de la respuesta de células osteoformadoras a estos sustratos es muy escasa. 
 
 2.2.2. Modificaciones en la topografía  
Las modificaciones en  la  topografía de un biomaterial metálico persiguen mejorar su 
anclaje  al  tejido  óseo,  reducir  los  tiempos  de  osteointegración  y  conseguir  una  mayor 
transmisión de cargas entre el hueso y el  implante. Entre  las  técnicas más  investigadas para 
incrementar  la  rugosidad  superficial  de  aleaciones  metálicas  destacan  el  arenado  con 
partículas cerámicas micrométricas o  los tratamientos de recubrimiento metálico por plasma. 
Múltiples evidencias en la literatura indican que la generación de rugosidades aleatorias en la 
superficie de las aleaciones metálicas promueve la adhesión de células osteoblásticas in vitro, 
así  como  su  proliferación  y  posterior  diferenciación  [Bachle  y  col.  2004,  Ricci  y  col.  2008, 
Saldaña y col 2006, Schwartz y col. 2009]. Mediante ensayos  in vivo se ha detectado que  las 
superficies  rugosas  de  biomateriales  metálicos  presentan  mejor  anclaje  inicial  al  hueso  y 
mayor porcentaje de contacto óseo que las superficies pulidas [Trisi y col. 1999]. De hecho, es 
habitual  en  la  práctica  clínica  el  empleo  de  topografías micrométricas  desordenadas  en  las 
zonas de carga de implantes no cementados que requieren osteointegración. Sin embargo, se 
han detectado complicaciones en el  recambio de prótesis con  superficies  rugosas ya que  su 
excesiva  osteointegración  conlleva  la  extracción  de  una  elevada  cantidad  de  hueso 
circundante. Además, hay que tener en cuenta que habitualmente  los  implantes poseen una 
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vida media de entre 10 y 30 años, por  lo que muchos pacientes  jóvenes han de someterse a 
cirugías  de  revisión  a  lo  largo  de  su  vida  [Kurtz  y  col.  2009]. Un método  prometedor  para 
estimular  las  interacciones  iniciales  entre  las  células  óseas  con  el  implante  se  basa  en  la 
generación  de  superficies  que mimeticen  las  características  naturales  del  hueso,  un  tejido 
altamente  organizado.  La  búsqueda  de  técnicas  que  permitan  controlar  el  comportamiento 
celular sobre un material a través de irregularidades periódicas en su superficie ha despertado 
un  gran  interés  en  los  últimos  años.  En  este  sentido,  se  han  investigado  técnicas  como  la 
fotolitografía o el  láser que permiten generar topografías regulares con dimensiones nano‐ o 
micrométricas  en  aleaciones metálicas  convencionales  como  el  Ti64  [Lenhert  y  col.    2005, 
Watari y col.  2012]. El  inconveniente de estas técnicas radica en que además de modificar  la 
topografía  de  la  aleación  generan  heterogeneidades  químicas  en  la  superficie  que  pueden 
interferir en  la respuesta celular observada así como en  las propiedades del material [Zhao y 
col. 2008, Lu y col. 2008]. Por otro lado, la modificación del titanio y sus aleaciones mediante 
abrasión mecánica conduce a  la generación de superficies anisotrópicas caracterizadas por  la 
formación de crestas y valles con dimensiones definidas,  sin alterar  su composición química 
[Ball  y  col.  2008]. Datos disponibles  en  la  literatura  indican que  superficies  con  topografías 
ordenadas  pueden  modular  la  actividad  metabólica,  la  proliferación  y  la  maduración  de 
distintos tipos celulares tales como células mesenquimales o fibroblastos [revisado en Zhou y 
col.  2009].  En  este  sentido,  se  ha  observado  un  aumento  en  la  actividad  metabólica  de 
osteoblastos  cultivados  sobre  sustratos  de  Ti64  con  topografías  ordenadas  en  comparación 
con superficies con rugosidad aleatoria [Ball y col. 2008]. Sin embargo, no existe  información 
acerca  del  efecto  de  estas  topografías  sobre  el  comportamiento  de  precursores 
mesenquimales. Además, hasta  la  fecha  se desconocen  los mecanismos celulares  implicados 
en el  reconocimiento de  superficies  anisotrópicas de Ti64  así  como el papel que  juegan  las 
dimensiones de la topografía en el comportamiento de células del linaje osteoformador.  
 
3. RESPUESTA BIOLÓGICA A UN IMPLANTE ORTOPÉDICO 
La  funcionalidad  y  el  rendimiento  a  largo  plazo  de  un  implante  dependen  en  gran 
medida  de  las  interacciones  establecidas  entre  su  superficie  y  las  células  del  entorno.  En 
muchas ocasiones, la falta de osteointegración conduce a la formación de una cápsula fibrosa 
alrededor del implante que promueve su desestabilización, inhibe la regeneración y reparación 
del tejido óseo y aumenta el riesgo de infecciones [revisado en Goodman y col. 2009]. En este 
contexto  se  ha  observado  que  las  superficies  de  los materiales  que  permiten  la  adhesión 
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específica de células óseas a su superficie promueven su funcionalidad, resultando finalmente 
en la formación y deposición de la matriz mineral [Anselme 2000].   
 
3.1.  Proceso de adhesión al sustrato: citoesqueleto y morfología celular 
Los mecanismos de adhesión celular juegan un papel crucial en la respuesta biológica a 
un implante. Unos segundos después de la implantación de un dispositivo en el organismo su 
superficie se recubre de agua y proteínas de matriz extracelular (MEC) [revisado en Anselme y 
col.  2010].  A  continuación  las  células  interaccionan  inespecíficamente  con  el  material 
mediante  fuerzas  iónicas  o  de  van  der  Waals,  y  posteriormente  se  establecen  uniones 
específicas  entre  las  proteínas  adsorbidas  en  su  superficie  y  los  receptores  celulares.  La 
interacción entre osteoblastos y  sus precursores mesenquimales con proteínas de MEC esta 
mediada principalmente por receptores transmembrana de la familia de las integrinas [Siebers 
y col. 2005]. Estas proteínas están formadas por subunidades α y β unidas mediante enlaces no 
covalentes  que  interaccionan  con  secuencias  específicas  de  aminoácidos  presentes  en  las 
proteínas  de  la  MEC.  Entre  ellas  se  encuentran  la  FN,  que  contiene  la  secuencia  de 
aminoácidos RGD o el colágeno tipo  I que presenta el motivo GFOGER  [García 2005, Heino y 
col. 2009]. El dominio extracelular de las integrinas es responsable de la unión a las proteínas 
de la MEC, mientras que su dominio citoplasmático interacciona con el citoesqueleto a través 
de distintas moléculas de señalización (Fig. 4).  
La unión de  las  integrinas a secuencias motivo de proteínas de  la MEC promueve su 
agrupación  y  la  formación  de  complejos  supramoleculares,  denominados  contactos  focales, 
que  interaccionan  con  el  citoesqueleto.  La  formación  de  estos  complejos  conduce  a  la 
activación de distintas moléculas y vías de señalización fundamentales para la supervivencia, la 
proliferación y  la maduración celular. Los contactos  focales unen el citoesqueleto y  la MEC a 
través  de  proteínas  adaptadoras  como  vinculina,  talina  y  paxilina,  proporcionan  a  la  célula 
integridad estructural y  facilitan su expansión y migración  [Burridge y col. 1988, Zimerman y 
col.  2004,  Bershadsky  y  col.  2006].  Entre  las  rutas  de  señalización  moduladas  por  estos 
complejos  destacan  las  vías  activadas  por  FAK  (quinasa  de  adhesión  focal)  tales  como  las 
GTPasas  (guanosina  trifosfatasas) de  la  familia de Rho, ERK  (quinasas  reguladas por  señales 
extracelulares) o JNK (quinasas c‐Jun N‐terminal) [Siebers y col. 2005]. A través del proceso de 
adhesión  las  células  detectan  las  propiedades  del  ambiente  extracelular  y  son  capaces  de 
desencadenar una respuesta celular específica. 
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Figura  4.  Representación  esquemática  de  las  principales  vías  de  señalización  activadas  por  las 
integrinas tras la adhesión a la MEC. Las cascadas de señalización intermedias se han omitido.  
 
Múltiples  evidencias  en  la  literatura  indican  que  es  posible modular  la  adhesión  de 
células osteoformadoras a  la superficie del  implante mediante el control de sus propiedades 
superficiales, tales como rigidez, composición química y topografía [Discher y col. 2005, Vogel 
y Sheetz 2006, Smith y col. 2010]. Así, se ha observado que  las diferencias en  la composición 
química de copolímeros basados en polietilén glicol controlan  la morfología y  la adhesión de 
células osteoblásticas sobre su superficie [Smith y col. 2010]. Por otro lado, se ha detectado un 
aumento  en  la  adhesión  de  osteoblastos  sobre  superficies  nanoestructuradas  de  Ti,  Ti64,  y 
CoCrMo en comparación con superficies lisas de estos materiales [Webster y Ejiofor 2004].  
Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de adhesión regula el ensamblaje 
del esqueleto celular. El citoesqueleto constituye el soporte estructural de  la célula, organiza 
espacialmente su contenido,  la conecta física y químicamente con el ambiente extracelular y 
genera  fuerzas  que  le  permiten  adoptar  distintas  morfologías  y  desplazarse  [revisado  en 
Fletcher  y Mullins  2010].  Para  llevar  a  cabo  estas  funciones,  el  citoesqueleto  coordina  las 
actividades  de  un  gran  número  de  proteínas  y  orgánulos  citoplasmáticos.  Los  principales 
componentes del citoesqueleto son  los  filamentos de actina,  también conocidos como  fibras 
de estrés, los microtúbulos y los filamentos intermedios. Estas tres estructuras se encuentran 
generalmente  formando  redes  de  filamentos  que  presentan  una  buena  resistencia  a  la 
deformación, y son capaces de reorganizarse en respuesta a señales externas. Datos existentes 
en  la  literatura  sugieren  que  la  reorganización  que  adopta  el  citoesqueleto  sobre  un 
biomaterial  en  función  de  sus  características  superficiales  puede  determinar  el 
comportamiento  celular  a  largo  plazo.  En  este  sentido,  Dalby  y  col.  (2005)  detectaron  un 
Introducción 
 
23 
 
aumento en la expresión de citoquinas implicadas en la proliferación celular, incluyendo CRF2‐
4 (receptor de citoquinas clase II), TGF‐α (factor de crecimiento transformante) y del receptor 
2  del  TNF  (factor  de  necrosis  tumoral)  en  fibroblastos  cultivados  sobre  superficies  que 
promueven  la  expansión  celular.  Sin  embargo,  tras  cultivar  las  células  sobre  sustratos  que 
inhiben  su expansión  se detectó una disminución  en  la expresión de  la  α‐actinina, proteína 
implicada  en  la  proliferación  celular.  Por  otro  lado,  algunos  autores  han  observado  que  el 
proceso de diferenciación celular puede  ir acompañado de cambios en  la morfología celular 
[McBeath  y  col.  2004].  En  concreto,  se  ha  detectado  que  células  MSC  con  morfología 
fibroblastoide adoptan una morfología poligonal  tras  su  inducción hacia  linaje  condrogénico 
[Zhou  y  col.  2006].  Asimismo,  células  progenitoras  endoteliales  con  morfología  alargada 
adquieren  un  aspecto  cuboidal  durante  el  proceso  de  maduración  [Asahara  y  col.  1997]. 
Recientemente, Killian y col. (2010) observaron que las características geométricas del sustrato 
son capaces de modular la diferenciación de MSC hacia los linajes osteogénico o adipogénico, 
dependiendo de la contractilidad celular que inducen. 
La combinación de DLC con polímeros antiadherentes como PTFE o PDMS conduce a la 
formación  de  recubrimientos  con  distintas  composiciones  químicas  que  podrían modular  la 
respuesta celular. En este  trabajo quisimos analizar el efecto que ejercen  los  recubrimientos 
híbridos de DLC sobre distintas funciones celulares tales como la adhesión, la proliferación y la 
supervivencia celular. Por otra parte, se desconoce si  la generación de topografías ordenadas 
con  dimensiones  controladas  en  la  aleación  Ti64  condiciona  el  proceso  de  adhesión  y  el 
comportamiento de células osteoblásticas y precursoras humanas a  largo plazo. Por ello, nos 
propusimos estudiar si superficies anisotrópicas de  la aleación Ti64 regulan el ensamblaje del 
citoesqueleto y  la morfología de estos  tipos celulares y si en último  término, condicionan su 
maduración celular. 
 
3.2.  Alineación por contacto. GTPasas Rho 
La  orientación  celular  juega  un  papel  crucial  en  la  microarquitectura  de  muchos 
tejidos, dictando  su  función biológica. En el hueso  se ha observado que  los osteoblastos  se 
disponen  linealmente a  lo  largo de  la matriz ósea. Esta distribución ordenada de  las  células 
osteoformadoras  está  controlada  por  el  esqueleto  celular,  y  condiciona  la  secreción  de 
proteínas colágenas y no colágenas de un modo orientado y organizado [Lomri y Marie 1996]. 
Como se ha descrito anteriormente, la generación de superficies que mimeticen la estructura 
ordenada del hueso es una estrategia prometedora para estimular  la osteointegración de un 
implante. Diferentes autores han  investigado el desarrollo de  topografías ordenadas capaces 
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de promover la orientación celular [Teixeira y col. 2003, Karuri y col. 2004]. En este sentido se 
ha  observado  que  las  células  que  crecen  sobre  sustratos  con  topografías  anisotrópicas 
modifican  su  orientación  adaptándose  a  la  geometría  del  sustrato,  en  un  fenómeno 
denominado “orientación por contacto” (del inglés “contact guidance”) [Weiss 1945]. Diversos 
tipos  celulares  entre  los  que  se  incluyen  fibroblastos,  osteoblastos,  células  endoteliales  y 
epiteliales,  son capaces de orientarse cuando  se cultivan  sobre  superficies anisotrópicas con 
dimensiones laterales en los rangos nanométrico y submicrométrico [Lenhert y col. 2005, Lu y 
col. 2008, Ricci y col. 2008]. Además, se ha detectado que este fenómeno varía en función del 
tipo  celular  y  de  las  dimensiones  de  la  topografía  [Teixeira  y  col.  2003,  Karuri  y  col.  2004, 
Loesberg y col. 2007, Crouch y col. 2009]. En cuanto a los efectos biológicos de la orientación 
por  contacto,  se  ha  observado  que  los  sustratos  que  promueven  una  disposición  celular 
ordenada  favorecen  la  adhesión  de  células  MSC  así  como  su  diferenciación  al  linaje 
osteogénico [Dalby y col. 2006b].  
Como se ha comentado anteriormente, la organización del citoesqueleto está regulada 
por proteínas localizadas en los focos de adhesión. La formación de contactos focales conduce 
a la activación de diversas moléculas implicadas en la transducción de señales, entre las cuales 
se  incluyen  las GTPasas Rho. Estas proteínas pertenecen a  la superfamilia de proteínas Ras y 
existen en  tres  isoformas altamente homólogas  (A, B y C). Las GTPasas Rho  funcionan como 
interruptores moleculares, ciclando entre un estado inactivo, en el cual se encuentran unidas a 
GDP, y un estado activo, unidas a GTP. El intercambio de GDP por GTP, y por tanto la activación 
o  inactivación de esta proteína, está regulado catalíticamente por factores de  intercambio de 
nucleótidos conocidos como GEFs (factores de  intercambio de nucleótidos de guanina), GAPs 
(proteínas  activadoras  de GTPasas)  y GDIs  (inhibidores  de  la  disociación  de  nucleótidos  de 
guanina)  [Jaffe  y Hall  2005].  Las GTPasas Rho  conectan  a  los  receptores de membrana  con 
múltiples  rutas  de  señalización  intracelular  y  son  esenciales  para  la  organización  del 
citoesqueleto  de  actina.  De  hecho  se  ha  observado  que  la  sobreexpresión  de  Rho  en 
fibroblastos  induce  la  formación  de  fibras  de  estrés  [Ridley  y  Hall  1992, Wheeler  y  Ridley 
2004]. Además, las GTPasas de la familia de Rho participan en el control de la polaridad celular 
y de la dinámica de los microtúbulos así como en la regulación del transporte vesicular a través 
de la membrana celular [Ettiene‐Maneville y Hall, 2002]. Aunque sus tres isoformas presentan 
una homología  estructural de  un  85%,  existen  diferencias  en  sus  funciones. RhoA  juega  un 
papel clave en la regulación de la contractilidad celular así como en los procesos de migración 
celular, RhoB está  implicada en  la regulación del tráfico vesicular y  la supervivencia celular, y 
RhoC participa en los procesos de motilidad celular [Wheeler y Ridley 2005].  
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RhoA ejerce sus funciones a través de la activación de diversos efectores, entre los que 
destacan mDia  y ROCK  (quinasa  asociada  a Rho)  (Fig. 5).  La proteína mDia modula  tanto  la 
polimerización  de  actina  a  través  de  un  mecanismo  dependiente  de  profilina  como  la 
estabilización de los microtúbulos durante la migración celular [revisado en Goode y Eck 2007]. 
La quinasa ROCK se une a múltiples sustratos entre los que destacan MLCK (quinasa de cadena 
ligera  de miosina),  LIMK  (Lim  quinasa)  y  las  proteínas  ERM  (de  la  familia  ezrina,  radixina  y 
moesina). La activación de MLCK favorece la fosforilación de la miosina de cadena ligera (MLC), 
que al activarse promueve la contractilidad celular.  Por otra parte, la activación de LIMK, que 
fosforila  e  inhibe  a  la  cofilina,  promueve  en  último  término  la  polimerización  de  actina  y 
miosina. Además, ROCK  fosforila  también a  las proteínas ERM que posibilitan  la unión de  la 
actina a la membrana plasmática [Schwartz 2004]. 
 
Figura 5. Representación esquemática de las principales vías de señalización activadas por la GTPasa 
RhoA implicadas en el control del citoesqueleto. Sólo se muestran las vías de señalización mediadas por 
la activación de ROCK y mDia y sus principales efectores. 
 
 
La  modificación  de  la  aleación  Ti64  mediante  abrasión  mecánica  conduce  a  la 
formación de superficies anisotrópicas con crestas y valles con distintas dimensiones laterales, 
en los rangos nano, submicrométrico o micrométrico. Datos disponibles en la literatura indican 
que  topografías  ordenadas  de  Ti64  de  orden  micrométrico  modulan  la  orientación  de 
osteoblastos  humanos,  que  se  alinean  siguiendo  la  dirección  de  los  surcos  [Anselme  y  col. 
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2002].  Sin  embargo,  los  mecanismos  celulares  implicados  en  este  proceso  no  han  sido 
esclarecidos.  Como  se  ha  descrito  anteriormente,  la  GTPasa  RhoA  desempeña  funciones 
esenciales  necesarias  para mantener  la  integridad  estructural  de  la  célula  en  respuesta  a 
estímulos externos a través de su efector ROCK, y en otros tipos celulares está implicada en la 
alineación  por  contacto  sobre  sustratos  con  topografías  definidas  [Provenzano  y  col.  2008, 
Rajniceck y col. 2008]. Debido a ello, consideramos de interés estudiar si la vía de señalización 
RhoA/ROCK  está  implicada  en  la  alineación  de  células  osteoblásticas  y  precursoras  sobre 
superficies de Ti64 anisotrópicas en los rangos nanométrico y submicrométrico.  
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En  base  a  los  antecedentes  expuestos,  los  objetivos  propuestos  para  el  desarrollo  de  este 
trabajo fueron los siguientes: 
 
1. Evaluar  el  efecto  de  recubrimientos  híbridos  DLC‐PDMS‐h  o  DLC‐PTFE‐h  sobre  la 
funcionalidad de células osteoformadoras y precursoras mesenquimales humanas. 
 
2. Evaluar  el  efecto  de  topografías ordenadas de  la  aleación  Ti64  generadas mediante 
abrasión mecánica sobre el proceso de adhesión y orientación por contacto de células 
osteoformadoras y precursoras mesenquimales humanas. 
 
3. Determinar  la participación de  la vía de señalización RhoA/ROCK en  la orientación de 
células  osteoformadoras  y  precursoras  mesenquimales  humanas  sobre  topografías 
ordenadas de la aleación Ti64 generadas mediante abrasión mecánica. 
 
4. Evaluar  el  efecto  de  topografías ordenadas de  la  aleación  Ti64  generadas mediante 
abrasión mecánica  sobre  la capacidad de proliferación de células osteoformadoras y 
precursoras  mesenquimales  humanas,  así  como  en  la  maduración  hacia  las  vías 
osteogénica y adipogénica de las células precursoras. 
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1. FABRICACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Las  superficies basadas en DLC  fueron generadas  y  caracterizadas por  los  siguientes 
grupos: Grupo de Diamantes del Instituto de Investigación ORTON en Helsinki, Departamento 
de Física de  la Universidad de Kuopio, Departamentos de Medicina y de Otorrinolaringología 
del Hospital Universitario Central de Helsinki y Hospital COXA para el Reemplazo Articular en 
Tampere,  todos  ellos  en  Finlandia.  Los  recubrimientos  con  base  de  DLC  se  depositaron 
formando  una  película  de  unos  300‐400  nm  de  espesor  sobre  sustratos  de  silicio 
monocristalino de 15 cm de diámetro y 0,5 mm de espesor (Okmetic Oyj, Vantaa, Finlandia). 
Los sustratos se limpiaron mediante sonicación en acetona y etanol. Para garantizar una buena 
adhesión  de  los  recubrimientos,  los  sustratos  se  bombardearon  previamente  en  vacío  con 
argón  mediante  pulverización  catódica  (Argon  5,0,  Oy  Ab  AGA,  Espoo,  Finlandia).  Los 
recubrimientos de DLC de alta calidad y  libres de hidrógeno se depositaron sobre el sustrato 
mediante un sistema de deposición por arco pulsado (FPAD), en un vacío de 10‐4 Pa. Con el fin 
de optimizar  la adhesión al  sustrato y obtener una  relación de  sp3 alrededor de un 80%,  se 
llevó a cabo una deposición de alta energía seguida de otra de baja energía [Lappalainen y col. 
1998, Tiainen 2001,  Lappalainen  y  col. 2005].  Los  recubrimientos  se prepararon empleando 
cátodos de alta pureza de grafito  (> 99,9% C, Carbone  Lorraine, París,  Francia). Este mismo 
grafito se combinó con PDMS o con PTFE  (Irpola Oy, Turku, Finlandia) para  la deposición de 
recubrimientos  híbridos,  denominados  DLC‐h.  Estos  recubrimientos  fueron  depositados 
utilizando una unidad de deposición modificada, adaptada para  la producción de películas de 
DLC‐PTFE‐h y DLC‐PDMS‐h [Anttila y col. 2003, Kiuru y Alakoski 2004]. Durante la deposición, el 
soporte de silicio se rotó para obtener recubrimientos uniformes. Para los ensayos con cultivos 
celulares los sustratos recubiertos se prepararon en piezas con una superficie de 10 mm × 10 
mm.  Previamente  a  la  realización  de  experimentos  con  cultivos  celulares,  las muestras  se 
lavaron con agua destilada, se esterilizaron durante 24 h con luz ultravioleta y se almacenaron 
hasta su uso. 
Las superficies mecanizadas de la aleación Ti64 fueron generadas en el departamento 
de Metalurgia  Física  del  Centro  Nacional  de  Investigaciones Metalúrgicas  (CENIM‐CSIC).  Se 
emplearon discos de Ti64 obtenidos a partir de barras de la aleación suministradas por Surgival 
SL (Valencia, España). Su composición química en porcentaje en masa, tal y como se indica en 
el certificado de análisis  fue  la siguiente: 90% Ti, 6% Al y 4% V. Las muestras se desbastaron 
sucesivamente con papeles de  lija de carburo de silicio de grano decreciente y finalmente se 
pulieron mecánicamente con pasta de diamante de 1 μm hasta alcanzar un acabado de espejo. 
Estas superficies pulidas de Ti64 se denominaron PL y se emplearon como superficies control. 
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Se  generaron  topografías  ordenadas  con  surcos  paralelos  de  distintas  dimensiones  en  la 
superficie  de  la  aleación.  Para  ello,  las  muestras  pulidas  se  sometieron  a  un  proceso  de 
abrasión mecánica con papel de lija de carburo de silicio. Se emplearon papeles de lija con dos 
tamaños  de  grano  distintos,  uno  de  2400  (fino)  y  otro  de  320  (grueso),  y  las  muestras 
generadas  se  denominaron  G1  y  G2  respectivamente.  En  la  última  etapa  los  materiales 
mecanizados  se  lavaron bajo un  chorro de  agua  caliente  y  se  sonicaron en  etanol. Para  los 
ensayos  in vitro se emplearon muestras PL, G1 y G2 de 2 mm de espesor y diferentes áreas, 
dependiendo  de  los  ensayos  a  realizar.  Previamente  a  la  realización  de  experimentos  con 
cultivos  celulares,  las muestras  se  lavaron  con agua destilada e  isopropanol,  se esterilizaron 
durante 24 h con luz ultravioleta y se almacenaron hasta su uso. 
 
2. CARACTERIZACIÓN DE LOS MATERIALES  
La caracterización de los recubrimientos DLC y DLC‐h se llevó a cabo por los grupos que 
generaron los materiales, mencionados en el apartado anterior. Previamente al análisis de sus 
propiedades  superficiales,  las muestras  se  limpiaron  con  un  sonicador,  primero  en  etanol, 
posteriormente  en  agua  destilada  y  finalmente  se  secaron.  El  aspecto  superficial  de  los 
recubrimientos se visualizó mediante microscopia electrónica de barrido (MEB) (FEI Company, 
Brno,  República  Checa).  La  rugosidad  superficial  media  (Ra)  se  determinó  mediante 
microscopia  de  fuerza  atómica  (AFM)  empleando  un  microscopio  XE‐100  (Park  Systems, 
Suwon, Corea). Los valores del ángulo de contacto de las muestras se determinaron con agua 
destilada  y  desionizada,  utilizando  un  sistema  de  medida  basado  en  el  empleo  de  un 
microscopio  óptico  Olympus  SZ‐PT  equipado  con  una  cámara  digital  Olympus  Camedia  C‐
3030ZOOM (Olympus Corp., Tokio, Japón). Las imágenes de las gotas de agua se almacenaron 
y  su  geometría  se  analizó  empleando  el  programa  de  análisis  de  imágenes  “GIMP” 
(www.gimp.org). Los valores promedio se calcularon a partir de al menos 5 gotas diferentes de 
15  µl.  Los  valores  del  ángulo  de  deslizamiento  del  agua  sobre  las  superficies  se midieron 
empleando  gotas  de  agua  destilada  de  20  y  40  µl.  Para  ello  se  empleó  un  instrumento 
especialmente diseñado para  este  fin,  consistente  en un  video‐microscopio  acoplado  a una 
cámara con un dispositivo de carga acoplada, un prisma y un goniómetro de precisión [Kiuru y 
Alakoski 2004].  
El análisis microestructural de las muestras mecanizadas de la aleación Ti64 se llevó a 
cabo  en  el  CENIM  empleando  un  microscopio  electrónico  de  barrido  (JEOL  JSM‐6500‐F, 
Peabody, MA, EE.UU.), equipado con un analizador de energías dispersivas de  rayos X  (EDX) 
para  el  análisis  químico  (Programa  “Rontec  EDR288”,  Berlín,  Alemania).  Se  obtuvieron 
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imágenes  tanto por electrones  secundarios  (SEI)  como por electrones  retrodispersados  (BEI) 
en modo topográfico. El análisis de la topografía se llevó a cabo por el grupo de Superficies e 
Interfases del Departamento de Física Aplicada de la Universidad de Extremadura. Los valores 
de  Ra  se  determinaron  mediante  AFM  empleando  un  microscopio  Autoprobe  CP  (Veeco 
Instruments, CA, EE.UU.). Asimismo se registraron las líneas de los perfiles topográficos de las 
superficies a partir de  los  cuales  se obtuvieron  los  valores promedio de  la profundidad  y  la 
anchura de los surcos generados, determinándose las dimensiones laterales y verticales de los 
surcos a partir de 12 imágenes diferentes por muestra. Para investigar las particularidades de 
la topografía que aparecen de forma periódica, se realizaron  las transformadas de Fourier en 
dos  dimensiones  (2D)  de    las  imágenes  generadas  mediante  AFM  usando  una  rutina  de 
transformada  rápida  de  Fourier  (FFT).  Con  objeto  de  obtener  los  detalles más  finos  de  la 
topografía,  se  filtraron  estos  espectros  eliminando  las  componentes  de  baja  frecuencia 
manteniendo  sólo  las  de  alta  frecuencia.  A  continuación,  las  características  topográficas 
correspondientes a las componentes de alta frecuencia se recuperaron con una rutina inversa 
de FFT. La  topografía asociada a  las componentes de baja  frecuencia, que corresponde a  las 
ondulaciones  topográficas  con  mayor  amplitud,  se  obtuvo  sustrayendo  los  perfiles 
topográficos calculados con  las componentes de alta frecuencia de  la topografía original. Los 
datos  obtenidos  mediante  AFM  de  las  muestras  de  Ti64  fueron  procesados  y  analizados 
empleando  los  programas  de  análisis  “Scanning  Probe  Image  Processor”  (SPIP)  (Image 
Metrology, Lyngby, Dinamarca) y “Gwyddion” (David Nečas y Petr Klapetek, República Checa). 
 
3. CULTIVOS CELULARES  
Para  la realización de este trabajo se han empleado células mesenquimales humanas 
comerciales  aisladas  de médula  ósea  (hMSCs)  (Cambrex  Bio  Science,  Verviers,  Bélgica).  Las 
células se expandieron en un medio de crecimiento que provee el mismo distribuidor y que 
contiene suero  fetal bovino  (FBS), L‐glutamina, penicilina y estreptomicina. Por otro  lado, se 
establecieron  cultivos  primarios  de  células  de  linaje  osteoblástico  (hOBs)  a  partir  de  hueso 
trabecular procedente de  explantes óseos de pacientes  sometidos  a  artroplastias de  rodilla 
con un intervalo de edad de entre 65 y 80 años. Ninguno de los pacientes presentaba síntomas 
clínicos o antecedentes de alteraciones metabólicas óseas. El uso de desechos quirúrgicos fue 
aprobado por el Comité Ético de Investigación del Hospital Universitario La Paz. Los explantes 
óseos se cultivaron de acuerdo a un método previamente descrito [Saldaña y col. 2005]. Cada 
cultivo  primario  se  estableció  con  explantes  procedentes  de  un  mismo  paciente.  Los 
fragmentos  de  hueso  trabecular  se  trocearon  en  piezas  de  0,3  a  0,5  cm2  y  se  lavaron 
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exhaustivamente  con  tampón  fosfato  salino  (PBS).  Los  fragmentos  se  cultivaron  en medio 
DMEM  (“Dulbecco's Modified  Eagle Medium”,  Invitrogen, Barcelona,  España)  suplementado 
con  15%  de  FBS,  penicilina  y  estreptomicina  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  EE.UU.).  Todos  los 
cultivos celulares se incubaron a 37º C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. 
 
3.1 Caracterización fenotípica de células mesenquimales humanas  
Con el fin de verificar su origen mesenquimal y descartar  la presencia de precursores 
hematopoyéticos,  se  cuantificó  la  expresión  de  los marcadores  de  superficie  CD105,  CD29, 
CD44, CD14, CD34 y CD45 en células hMSCs mediante inmunofluorescencia directa acoplada a 
citometría de flujo. Para ello se sembraron 103 cel / cm2 en placas de 100 mm y se incubaron 
hasta alcanzar la confluencia. Después de lavar con PBS, las células se recolectaron empleando 
ácido etilendiamino tetra‐acético (EDTA) al 0,01% en PBS. Para cuantificar  la expresión de  los 
distintos marcadores,  las células se  incubaron con anticuerpos monoclonales acoplados a un 
reactivo fluorescente: FITC (fluoresceína), PE (ficoeritrina) o APC (aloficocianina) siguiendo  las 
instrucciones  del  proveedor  [Becton  Dickinson  Biosciences  (BDB),  CA,  EE.UU.].  Después  de 
lavar  con  PBS,  la  fluorescencia  se  determinó mediante  citometría  de  flujo  empleando  un 
citómetro  FACSCalibur  (BDB).  Por  otro  lado,  se  evaluó  la  expresión  de  los  factores  de 
transcripción  Oct‐4  y  Sox‐2  mediante  microscopia  confocal.  Para  la  realización  de  estos 
ensayos se sembraron 12 × 103 células / cm2 en cámaras de poliestireno (PE) de 8 pocillos y se 
incubaron  en medio  de  crecimiento  durante  24  h.  A  continuación,  las  células  adheridas  se 
fijaron  con paraformaldehido  (PFA)  al  4%  en PBS durante 20 min  y  se permeabilizaron  con 
Tritón  X‐100  al  0,1%  en  PBS  durante  15 min.  Posteriormente  las  células  se  incubaron  con 
albúmina sérica bovina (BSA) al 2% en PBS durante 1 h para bloquear las uniones inespecíficas, 
seguida de una incubación de 1 h con el anticuerpo primario disuelto en BSA al 1% en PBS. Los 
anticuerpos y la dilución se muestran en la Tabla I. Tras ser lavadas con Tween 20 al 0.05% en 
PBS, las células se incubaron durante 1 h con un anticuerpo secundario anti‐IgG acoplado a un 
fluorocromo  (Molecular Probes Europe BV, Leiden, Holanda) diluido 1:1000 en BSA al 1% en 
PBS.  Las  células  se examinaron utilizando un microscopio  confocal espectral  (Leica TCS  SPE, 
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania). 
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ANTICUERPO 
PRIMARIO 
TIPO  DILUCIÓN 
TIEMPO DE 
INCUBACIÓN 
PROVEEDOR 
ANTICUERPO 
SECUNDARIO 
Osteocalcina   pAb  1:100  1h 
Chemicon, 
Harrow, Reino 
Unido 
Anti‐IgG conejo‐ 
Alexa Fluor®  488 
Oct‐4  mAb  1:50  1 h  Chemicon 
Anti‐IgG ratón‐
Alexa Fluor®  488 
Sox‐2  mAb  1:50  1 h  Chemicon 
Anti‐IgG ratón‐
Alexa Fluor®  488 
 
Tabla  I. Relación de anticuerpos primarios y  secundarios empleados en  los ensayos de  caracterización  celular. 
mAb: anticuerpo monoclonal, pAb: anticuerpo policlonal. 
 
Finalmente, se analizó  la capacidad de maduración de células hMSCs hacia  los  linajes 
osteogénico  y  adipogénico.  Para  los  ensayos  de  diferenciación  a  linaje  osteogénico  se 
sembraron 3 × 103 células / cm2 en placas de 12 pocillos y se incubaron durante 24 h en medio 
de crecimiento. Para promover la diferenciación osteoblástica, las células se incubaron durante 
12  días  en  medio  osteogénico  (Cambrex  Bio  Science)  que  contiene  dexametasona,  β‐ 
glicerofosfato, ascorbato, FBS, penicilina y estreptomicina. Con el fin de renovar los nutrientes, 
el medio  osteogénico  fue  sustituido  parcialmente  cada  3‐4  días  con medio  fresco.  Para  la 
visualización de  los nódulos minerales,  las células se  lavaron con PBS, se fijaron con etanol al 
70%  en  agua  y  se  incubaron  con  rojo  de  alizarina  (Sigma‐Aldrich, Madrid,  España),  a  una 
concentración de 4 × 10‐2 M en  agua  y pH = 4,2 durante 30 min,  a  temperatura  ambiente. 
Posteriormente  las células se  lavaron exhaustivamente con PBS y se visualizaron empleando 
un microscopio invertido (Nikon DIAPHOT‐TMD, Amstelveen, Paises Bajos). Para los ensayos de 
diferenciación  a  linaje  adipogénico  se  sembraron  2,5  ×  104  hMSCs  /  cm2  en  placas  de  12 
pocillos  y  se  incubaron  durante  24  h  en medio  de  crecimiento.  Con  el  fin  de  promover  la 
diferenciación  adipogénica,  las  células  se  incubaron  durante  3  días  en medio  de  inducción 
adipogénico  (Cambrex  Bio  Science)  que  contiene  FBS,  L‐glutamina,  dexametasona, 
indometacina,  insulina, metil  isobutil xantina, penicilina y estreptomicina. Posteriormente  las 
células  se  incubaron  en medio  de mantenimiento  adipogénico  (Cambrex  Bio  Science),  que 
contiene FBS, L‐glutamina, insulina y penicilina/ estreptomicina, durante 2 días y se realizaron 
3 ciclos de incubación alternando ambos medios. Tras el último ciclo, las células se incubaron 
en medio de mantenimiento durante  5 días.  La  formación de  vacuolas  lipídicas  se  visualizó 
mediante tinción con el reactivo “Oil Red O” (Sigma‐Aldrich). Para ello, las células previamente 
lavadas  con  PBS  se  fijaron  con  PFA  al  10%  en  PBS  durante  1  h  a  temperatura  ambiente. 
Posteriormente se  lavaron con  isopropanol al 60% en agua, se dejaron secar y se  incubaron 
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con una  solución de “Oil Red O”. Después de  lavar exhaustivamente con agua destilada,  las 
células se visualizaron empleando un microscopio invertido (Nikon DIAPHOT‐TMD). 
 
3.2. Caracterización fenotípica de cultivos primarios de células de linaje osteoblástico 
La  expresión  de  los  factores  de  transcripción  Oct‐4  y  Sox‐2  se  evaluó  siguiendo  el 
procedimiento  detallado  en  el  apartado  anterior.  Con  el  fin  de  analizar  su  capacidad  de 
mineralización,  se  sembraron 3  × 103  células  /  cm2  en placas de 12 pocillos  y  se  incubaron 
durante 12 días en medio osteogénico, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, y 
se visualizaron  los nódulos minerales mediante tinción con rojo de alizarina. Adicionalmente, 
se  determinó  la  expresión,  a  nivel  de  proteína,  de  OC  mediante  inmunofluorescencia 
empleando un anticuerpo policlonal (Tabla I). Para ello, se sembraron 3 × 103 células / cm2 en 
cámaras de  PE de 2 pocillos  y  se  incubaron durante 12 días  en medio osteogénico.  Tras  el 
periodo de incubación las células se fijaron, permeabilizaron y marcaron como se detalla en el 
apartado anterior. Finalmente,  las  células  se examinaron utilizando un microscopio  confocal 
espectral (Leica TCS SPE). 
 
4. ENSAYOS DE ADHESIÓN Y PROLIFERACIÓN CELULAR 
Para la realización de los ensayos de adhesión celular se sembraron 2,5 × 104 células / 
cm2 en placas de 24 pocillos sobre los materiales ensayados y se cultivaron durante 1, 2 y 4 h. 
Para  los ensayos de proliferación  celular  se  sembraron 4 × 103  células  /  cm2 y  se  cultivaron 
durante 1, 4 y 7 días. Como criterio para cuantificar  las células viables se empleó el reactivo 
comercial “Alamar Blue” (Biosource, Nivelles, Bélgica), un indicador redox que cambia de color 
en respuesta a la actividad metabólica. Este colorante se utiliza generalmente para cuantificar 
la viabilidad de una población celular determinada. Ensayos preliminares llevados a cabo en el 
laboratorio mostraron  que  los  resultados  obtenidos  empleando  “Alamar  Blue”  o  recuento 
microscópico de células viables utilizando azul de  tripano proporcionan  resultados  similares. 
Las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 4 h con “Alamar Blue” disuelto al 10% en 
DMEM libre de rojo fenol. Después de aplicar una excitación a 530 nm, la fluorescencia emitida 
a  590  nm  se  cuantificó  usando  un  espectrofluorímetro  “Synergy  4”  (BioTek  Instruments, 
Winooski, VT, EE.UU.). 
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5. ENSAYOS DE DIFERENCIACIÓN CELULAR 
5.1. Diferenciación a linaje osteoblástico 
Para  la  realización  de  estos  ensayos  se  sembraron  3  ×  103  hMSCs  /  cm2  sobre  las 
distintas  superficies  en  placas  de  12  pocillos  y  se  incubaron  durante  24  h  en  medio  de 
crecimiento. A  continuación  las  células  se  incubaron durante 12 días en medio osteogénico 
como  se  detalla  en  el  apartado  3.  Transcurrido  el  tiempo  de  incubación,  se  recogieron  los 
medios de cultivo, se centrifugaron a 1.200 rpm durante 10 min y se les añadió una mezcla de 
inhibidores  de  proteasas  conteniendo  bacitracina  a  una  concentración  final  de  50  ng/ml, 
aprotinina a 2 ng/ml,  fluoruro de  fenilmetil  sulfonilo a 17,4 × 10‐3 ng/ml y pepstatina A a 1 
ng/ml)  (Sigma‐Aldrich).  Las  células  se  lavaron  con  PBS  y  se  extrajeron  las  proteínas  totales 
empleando un tampón compuesto por 5 × 10‐2 M Tris‐HCl (pH 8,0), 5 × 10‐1 M NaCl, 1% Tritón 
X‐100 y  la misma mezcla de  inhibidores de proteasas.  Los  lisados  se  centrifugaron a 12.000 
rpm  durante  10 min.  La  actividad  FA  se  cuantificó  en  los  extractos  celulares mediante  la 
determinación de la liberación de p‐nitrofenol a partir de p‐nitrofenilfosfato (Sigma‐Aldrich) a 
37º  C  y  pH  10,5.  La  secreción  de OPN  se  determinó  en  el medio  de  cultivo  empleando  un 
inmunoensayo específico tipo ELISA (ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) siguiendo 
las  indicaciones  del  proveedor  (R&D  Systems,  Abingdon,  Reino  Unido).  Los  datos  de  la 
actividad  FA  y  de  la  secreción  de  OPN  se  normalizaron  de  acuerdo  a  la  cantidad  total  de 
proteínas presentes en las células, cuantificadas empleando un reactivo basado en el método 
de  Bradford  (Bio‐Rad  protein  assay,  Bio‐Rad  Laboratories  Inc,  CA,  EE.UU.)  y  utilizando  BSA 
como estándar. 
 
5.2. Diferenciación a linaje adipogénico 
Para cada condición experimental a evaluar se sembraron 2,5 × 104 hMSCs / cm2 sobre 
las  distintas  superficies  en  placas  de  12  pocillos  y  se  incubaron  durante  24  h  en medio  de 
crecimiento. A continuación las células se sometieron a 3 ciclos de inducción adipogénica tal y 
como se detalla en el apartado 3 y se cuantificó la formación de vacuolas lipídicas empleando 
el  reactivo  “Oil  Red  O”.  Tras  su  tinción,  las  células  se  lavaron  exhaustivamente  con  agua 
destilada  y  el  colorante  se  eluyó  con  isopropanol  al  100%.  La  absorbancia  a  510  nm  se 
cuantificó empleando un espectrofluorímetro “Synergy 4”. 
 
 
 
Materiales y métodos 
37 
 
6. CUANTIFICACIÓN Y ENSAYOS DE ATENUACIÓN DE LAS ACTIVIDADES DE LA GTPASA 
RHOA Y DE SU EFECTOR ROCK 
Para  cuantificar  las  actividades  de  la GTPasa  RhoA  y  de  su  efector  ROCK  sobre  los 
materiales se sembraron 9 × 104 células / cm2 en discos de 60 mm y se incubaron durante 4 h. 
Por otro lado, para los ensayos de atenuación de las actividades de RhoA y ROCK se sembraron 
9  ×  104  células  /  cm2  en  PE  en  presencia  de  transferasa  C3  o  hidroxifasudil  (HF), 
respectivamente,  y  se  incubaron durante 2  y 24 h. Como  control de estos experimentos  se 
emplearon  cultivos  celulares  no  tratados,  pero  sometidos  a  las  mismas  manipulaciones 
experimentales.  
Para la atenuación de la actividad GTPasa RhoA se empleó transferasa C3 permeable a 
la membrana celular a una concentración de 1 mg/ml (Cytoskeleton  Inc., Denver, EE.UU.). La 
actividad  de  su  efector  ROCK  fue  atenuada  empleando  HF  a  una  concentración  de  10‐6 M 
(Calbiochem‐Merck  Biosciences,  CA,  EE.UU.).  Ambos  agentes,  disueltos  en  agua  destilada  y 
almacenados a ‐20ºC, se añadieron directamente al medio de cultivo celular en el momento de 
la siembra o 24 h después, hasta alcanzar su concentración final.  
La forma activa de RhoA unida a GTP, se cuantificó empleando un kit de activación G‐
LISA ® (Cytoskeleton  Inc.), similar a un ensayo inmunoenzimático y basado en  el empleo de un 
anticuerpo  específico.  Transcurridos  los  tiempos  de  incubación,  las  células  se  lavaron 
exhaustivamente  con  PBS  y  se  lisaron  en  el  tampón  suministrado  con  el  kit.  Los  extractos 
celulares se centrifugaron a 12.000 rpm durante 2 min a 4ºC. La actividad RhoA se cuantificó 
en alícuotas de  los  lisados celulares, que contenían 25 µg de proteínas  totales, siguiendo  las 
instrucciones  del  fabricante.  Para  cuantificar  la  actividad  de  ROCK,  las  células  se  lavaron 
exhaustivamente con PBS y se  lisaron en un tampón compuesto por Tris‐HCl 10 × 10‐3 M pH 
7,5, NaCl 1,5 × 10‐1 M, glicerol 2‐fosfato 1 × 10‐3 M,  Tritón X‐100 1%,  EDTA 1 × 10‐3 M, EGTA 1 
×  10‐3 M,  Na3VO4  1×  10
‐3 M  y  una mezcla  de  inhibidores  de  proteasas  (Complete,  Roche,  
Barcelona,  España).  Posteriormente  los  lisados  celulares  se  sometieron  a  3  ciclos  de 
congelación‐descongelación,  se  incubaron  15 min  en hielo  y  se  centrifugaron  a  12.000  rpm 
durante  10 min.  La  actividad  de  la  proteína  ROCK  se  cuantificó  en  alícuotas  de  los  lisados 
celulares que contenían 30 µg de proteínas totales, empleando un kit comercial, siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Cell  Biolabs Inc., San Diego,  CA, EE.UU.). Este ensayo está basado 
en  la  detección  inmunoenzimática  de  MYPT1  fosforilada  específicamente  por  ROCK  en  la  
treonina 696. 
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7. MORFOLOGÍA CELULAR Y REORGANIZACIÓN DEL CITOESQUELETO DE ACTINA  
Para la realización de estos ensayos se sembraron 1 × 104 células / cm2 en placas de 24 
pocillos  sobre  los distintos materiales,  en presencia o  ausencia de C3 o HF,  y  se  incubaron 
durante los tiempos indicados. La morfología celular se examinó mediante MEB. Para ello, las 
células adheridas a los materiales se lavaron con PBS y se fijaron con glutaraldehído al 2,5% en 
PBS durante 1 h a  temperatura ambiente. Posteriormente,  las muestras se deshidrataron en 
etanol disuelto en agua a concentraciones crecientes (30‐100%), y se secaron mediante punto 
crítico con CO2 empleando un dispositivo CPD7501  (Quorum Technology, Reino Unido). Una 
vez  secas,  las muestras  se  recubrieron  con oro empleando un equipo Sputter Coater SC510 
(Bio‐Rad, España) y se examinaron mediante MEB (Inspect  FEI, Hillsboro, OR, EE.UU.). 
Para  la  visualización del  citoesqueleto de actina,  las  células adheridas  se  fijaron  con 
PFA al 4% en PBS y permeabilizaron como se ha descrito en el apartado 3.  Posteriormente las 
células se incubaron con faloidina conjugada con isotiocianato de tetrametil‐rodamina (Sigma‐
Aldrich) disuelta en PBS a 4 × 10‐7 M durante 30 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Adicionalmente el ADN nuclear se  tiñó con 4,6 diamino 2‐fenil‐indol  (DAPI)  (Sigma‐Aldrich) a 
una concentración de 3 × 10‐6 M en agua destilada. Las células  se examinaron utilizando un 
microscopio  confocal  espectral  (Leica  TCS  SPE).  Para  cuantificar  el  área  celular,  se 
seleccionaron al azar 40 células por muestra a partir de cinco  imágenes  representativas. Las 
células  se perfilaron manualmente empleando el programa de análisis de  imágenes “ImageJ 
v1.34”. La orientación y la elongación celular sobre las superficies de Ti64 se determinaron en 
un  total  de  180  células  por  muestra,  seleccionadas  al  azar  a  partir  de  diez  imágenes 
representativas. Las células fueron perfiladas manualmente ajustando cada célula a una elipse. 
Las dimensiones de  los ejes mayor y menor de  la elipse representan  la  longitud y  la anchura 
celular,  respectivamente. La elongación  se calculó como el  resultado de dividir el eje mayor 
entre el eje menor de  la elipse. La orientación de cada célula sobre  las superficies se calculó 
midiendo el ángulo  formado por el eje mayor de  la elipse y  la horizontal, coincidente con  la 
dirección de los surcos.  
 
              8. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA 
Para la realización de estos ensayos se sembraron 1 × 104 células / cm2 en placas de 24 
pocillos  sobre  los distintos materiales,  en presencia o  ausencia de C3 o HF,  y  se  incubaron 
durante  los  tiempos  indicados.  Las  células adheridas  se  fijaron, permeabilizaron y marcaron 
mediante  inmunofluorescencia  tal  y  como  se  detalla  en  el  apartado  3.  Los  anticuerpos 
empleados  se muestran  en  la  tabla  II.  Para  la  tinción  de  la  forma  activa  de  caspasa‐3,  las 
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células presentes en el medio de cultivo celular se recuperaron mediante centrifugación sobre 
un portaobjetos de vidrio a 2.000  rpm durante 10 min, usando una citocentrífuga  (Shandon 
Cytospin 2, Runcorn, Reino Unido) y se fijaron, permeabilizaron y tiñeron. Para la visualización 
de  los  núcleos,  las  células  se  incubaron  con  DAPI  (Sigma‐Aldrich).  Para  la  visualización  del 
citoesqueleto de actina las células se incubaron con faloidina conjugada con Alexa‐Fluor® 647 
(Fluka,  Sigma‐Aldrich).  Las  muestras  se  examinaron  utilizando  un  microscopio  confocal 
espectral (Leica TCS SPE). 
ANTICUERPO 
PRIMARIO 
TIPO  DILUCIÓN 
TIEMPO DE 
INCUBACIÓN 
PROVEEDOR 
ANTICUERPO 
SECUNDARIO 
α acetil‐ 
tubulina 
mAb   1:100  1 h  Sigma‐Aldrich 
Anti‐IgG ratón‐ Alexa 
Fluor® 647/488 
β‐tubulina  pAb   1:50  1 h 
Santa Cruz 
(Heidelberg, 
Alemania) 
Anti‐IgG conejo‐Alexa 
Fluor®  488 
Fibronectina  mAb   1:50  1 h  Chemicon 
Anti‐IgG ratón‐ Alexa 
Fluor®  488 
Paxilina  mAb   1:200  14 h   BDB 
Anti‐IgG ratón‐ Alexa 
Fluor® 488 
Caspasa‐3 
activa 
*pAb   1:10  14 h 
Cell Signaling Tech 
(Beverly, MA, EEUU) 
‐ 
RhoA  pAb   1:200  2 h 
Abcam (Cambridge, 
Reino Unido) 
Anti‐IgG conejo‐ Alexa 
Fluor® 488 
 
Tabla  II. Relación de anticuerpos primarios y secundarios empleados en  los distintos ensayos. mAb: anticuerpo 
monoclonal, pAb: anticuerpo policlonal. *Anticuerpo primario conjugado con Alexa Fluor® 488 
 
9. ANÁLISIS DE LOS CONTACTOS FOCALES 
Para  determinar  la  longitud  y  la  orientación  de  los  contactos  focales,  las  imágenes 
obtenidas  mediante  inmunofluorescencia  correspondientes  a  células  teñidas  con  un 
anticuerpo específico para paxilina se analizaron manualmente utilizando el programa “ImageJ 
v1.34”. Se midieron un total de 100 contactos focales seleccionados al azar a partir de cuatro 
imágenes representativas por muestra. 
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10. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 
Para la realización de estos ensayos se sembraron 1 × 104 células / cm2 en placas de 24 
pocillos  sobre  los distintos materiales y  se  incubaron durante 24 h.  Las  células adheridas  se 
lavaron con PBS y se  incubaron durante 30 min con acetoximetil ester de calceína  (calceína‐
AM, Sigma‐Aldrich) a una concentración 8 × 10‐3 M y con yoduro de propidio (IP, Sigma‐Aldrich) 
a una concentración 1 × 10‐3 M disueltos en medio de cultivo celular, para la tinción de células 
viables y dañadas, respectivamente. Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se fijaron 
con PFA  al 4% en PBS  y  se  visualizaron mediante microscopía  confocal espectral  (Leica  TCS 
SPE). 
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El  análisis  estadístico  se  llevó  a  cabo  empleando  el  programa  SPSS  9.0  (SPSS  Inc., 
Chicago, IL, EE.UU.). Los resultados se expresaron como media ± desviación estándar (DE). Los 
datos  cuantitativos  se  analizaron  mediante  las  pruebas  de  Kruskal‐Wallis  y  U  de  Mann‐
Whitney,  y  se  consideró una  significación estadística  cuando p  < 0,05.  Las  comparaciones  a 
posteriori  se  analizaron  aplicando  la  U  de Mann‐Whitney,  ajustando  el  valor  de  p  con  la 
corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples, y el nivel de significación se fijó en p < 
0,015. 
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1. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS CÉLULAS 
En primer  lugar se  llevó a cabo  la caracterización fenotípica de  las células empleadas 
en el presente trabajo. Mediante inmunofluorescencia acoplada a citometría de flujo se evaluó 
tanto  la expresión de marcadores de  superficie de  células  troncales de origen mesodérmico 
como  la  ausencia  de  marcadores  característicos  de  células  del  linaje  hematopoyético  en 
hMSCs.  Los  resultados  obtenidos  indican  que  las  células  expresan,  a  nivel  de  proteína, 
marcadores  típicos  de  células  troncales  de  origen mesodérmico  tales  como  CD44,  CD105  y 
CD29,  mientras  que  no  se  detectó  expresión  de  marcadores  específicos  de  linaje 
hematopoyético como CD34, CD14 y CD45  (Fig. 6 A). Adicionalmente  se evaluó  la expresión 
proteica  de  los  factores  de  transcripción  Oct‐4  y  Sox‐2,  que  juegan  un  papel  clave  en  el 
mantenimiento de  la pluripotencialidad  celular  (Fig. 6 B). Mediante microscopia  confocal  se 
observó que las células hMSCs expresan Oct‐4 y Sox‐2. Con el objeto de estudiar su potencial 
de  maduración,  las  células  hMSCs  se  cultivaron  en  medios  definidos  que  promueven  su 
diferenciación hacia  los  linajes osteoblástico y adipogénico (Fig. 6 C). Tras el cultivo en medio 
osteogénico se observó que las células elongadas indiferenciadas adquirieron aspecto cuboidal 
y se agruparon formando estructuras ricas en calcio, detectadas mediante tinción con rojo de 
alizarina, dejando espacios libres en la monocapa celular. Por otra parte, tras la incubación en 
medio  adipogénico  las  células  adoptaron  una  morfología  redondeada  y  se  observó  la 
formación de vesículas de grasa en el interior celular mediante el empleo del reactivo “Oil Red 
O”. Como cabría esperar, la expresión de los factores Oct‐4 y Sox‐2 fue indetectable en cultivos 
primarios de hOBs (datos no mostrados). Con el fin de analizar su fenotipo osteoblástico,  los 
hOBs se incubaron en medio osteogénico y se evaluó la formación de nódulos minerales (Fig. 6 
D).  La  tinción  con  rojo  de  alizarina  reveló  la  formación  de  estructuras  ricas  en  calcio, 
características de la matriz ósea mineralizada. Además, se observó que los hOBs secretan OC, 
proteína  específica  de osteoblastos maduros  (Fig.  6  E). Cabe destacar que  la  tinción de OC 
reveló  la  presencia  de  estructuras  en  forma  de  anillo  hexagonal  localizadas  en  la  matriz 
extracelular. 
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Figura 6. Caracterización  fenotípica de hMSCs y hOBs.  (A) Análisis de  la expresión de marcadores de 
superficie en hMSCs. Los histogramas de fluorescencia muestran la distribución relativa del número de 
células  en  función  de  la  intensidad  de  fluorescencia  en  el  control  negativo  (negro)  y  en  las  células 
incubadas en presencia de anticuerpos específicos (rojo). Se muestra el resultado representativo de tres 
experimentos  independientes con resultados similares. (B) Tinción de Oct‐4 y Sox 2 (verde) en hMSCs. 
(C) Diferenciación de hMSCs a linajes osteogénico y adipogénico. Las células se cultivaron en medio de 
crecimiento  o  bien  en  medio  de  inducción  osteogénico  o  adipogénico.  Las  imágenes  muestran  la 
formación  de  nódulos minerales mediante  tinción  con  rojo  de  alizarina  y  de  las  vesículas  lipídicas 
mediante tinción con “Oil red O”. (D) Visualización de nódulos minerales mediante tinción con rojo de 
alizarina en hOBs  cultivados en medio de  crecimiento o en medio osteogénico.  (E) Tinción de  actina 
(rojo)  y osteocalcina  (verde) en hOBs  cultivados en medio osteogénico.  Imágenes  representativas de 
tres experimentos independientes con resultados similares. Barra = 50 µm. 
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2. EFECTO DE LA COMPOSICIÓN QUÍMICA SUPERFICIAL DE RECUBRIMIENTOS 
BASADOS EN  CARBONO TIPO DIAMANTE  SOBRE LA RESPUESTA CELULAR 
En  los  últimos  años,  se  ha  investigado  activamente  el  desarrollo  de  recubrimientos 
duros que mejoren el  comportamiento de  los  implantes ortopédicos  frente  al desgaste  y  la 
corrosión, y que a su vez permitan obtener una respuesta celular controlada. En este apartado 
hemos  investigado  el  comportamiento  de  osteoblastos  primarios  y  sus  precursores 
mesenquimales sobre superficies basadas en DLC con distintas composiciones químicas. Para 
ello  se  emplearon  recubrimientos  de  DLC  puros  y  recubrimientos  híbridos  de  DLC 
funcionalizados con PDMS o PTFE. 
 
2.1. CARACTERIZACIÓN DE LOS RECUBRIMIENTOS DE DLC Y DLC‐h 
La topografía de los recubrimientos de DLC y DLC‐h se caracterizó mediante MEB (Fig. 
7).  Las  superficies  mostraron  un  aspecto  homogéneo  con  ausencia  de  irregularidades, 
independientemente de  la composición química del  recubrimiento. Los valores de  rugosidad 
superficial media (Ra) fueron inferiores a 10 nm en todas las muestras ensayadas (Tabla III).  
 
Figura 7. Aspecto superficial de los recubrimientos DLC y DLC‐h. Barra = 50 µm. 
 
A continuación se determinaron los valores del ángulo de contacto (θw) y el ángulo de 
deslizamiento (°) para el agua sobre los recubrimientos. El ángulo de contacto se define como 
el ángulo que forma la tangente a la superficie del agua con la superficie solida en el punto de 
contacto. Por  su parte,  el  ángulo de deslizamiento  se define  como  el  ángulo  crítico de una 
superficie  sólida  inclinada  en  la que una  gota de  agua de un  volumen definido  comienza  a 
desplazarse [Kamitani y Teranishi 2003]. Los datos mostrados en la tabla III indican que ambos 
recubrimientos híbridos exhibieron valores de θw similares y superiores a los detectados sobre 
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los  recubrimientos  de  DLC  (p  <  0,05).  Estos  resultados  indican  que  los  cambios  en  la 
composición  química  de  los  recubrimientos  híbridos  aumentan  la  hidrofobicidad  del  DLC 
definida por  el  ángulo de  contacto. Por otro  lado,  la  afinidad de  los materiales por el  agua 
definida por el ángulo de deslizamiento fue diferente en los tres recubrimientos ensayados. La 
inclinación  que  necesitó  una  gota  de  20  µl  de  agua  destilada  para  deslizarse  sobre  el 
recubrimiento  de DLC‐PDMS‐h  fue menor  de  1º.  Por  el  contrario,  para  inducir movimiento 
sobre el  recubrimiento de DLC‐PTFE‐h el volumen de  la gota de agua destilada  se  tuvo que 
incrementar  hasta  40  µl  y  el  ángulo  de  inclinación  hasta  90º.  Por  último,  sobre  los 
recubrimientos de DLC,  los valores del ángulo de deslizamiento fueron 80 º y 35 º para gotas 
de 20 y 40 µl, respectivamente. En conjunto, estos resultados  indican que  los recubrimientos 
DLC‐PDMS‐h presentan propiedades repelentes hacia el agua. 
Material  Ra (nm)  Θw (º) 
(°) 
20 µl  40 µl
DLC  0,64 ± 0,12 66 ± 1,5 80  35 
DLC‐PDMS‐h  1,21 ± 0,14 102 ± 1,5 <1  <1 
DLC‐PTFE‐h  2,01 ± 0,16 106 ± 1,5 ‐  90 
 
Tabla III. Valores de rugosidad superficial media (Ra) y de ángulos de contacto (θw) y deslizamiento (°) 
del agua en los distintos materiales. Los datos mostrados en la tabla representan la media ± DE de cinco 
determinaciones independientes para cada superficie.  
 
2.2. EFECTO DE LA COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LOS RECUBRIMIENTOS EN EL PROCESO 
DE ADHESIÓN CELULAR 
En  este  apartado quisimos  investigar  la  influencia de  la  composición química de  los  
recubrimientos de DLC y DLC‐h  sobre diferentes parámetros que  caracterizan el proceso de 
adhesión celular, como son la morfología celular, la reorganización del citoesqueleto y el área 
celular. 
2.2.1.  Efecto  de  la  composición  química  de  los  recubrimientos  sobre  la morfología 
celular  
En  primer  lugar  se  examinó  mediante  MEB  la  morfología  que  exhiben  las  células 
cuando se cultivan sobre  los recubrimientos basados en DLC. Las  imágenes mostraron células 
bien  adheridas  y  expandidas  sobre  los  recubrimientos  de  DLC  y  DLC‐PTFE‐h, 
independientemente del  tipo  celular  ensayado  (Fig. 8 A). Por  el  contrario,  las pocas  células 
adheridas a recubrimientos de DLC‐PDMS‐h mostraron una estructura densa e irregularmente 
contraída con vesículas en su superficie. En ambos tipos celulares se observó la formación de 
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protrusiones  citoplasmáticas  o  lamelipodios,  con  un  gran  número  de  filopodios  en  sus 
extremos (Fig. 8 B). 
 
Figura  8. Morfología  celular  sobre  los  recubrimientos  de DLC  y DLC‐h.  (A)  Las  imágenes  obtenidas 
mediante  MEB  muestran  la  morfología  de  células  cultivadas  durante  24  h  sobre  las  superficies. 
Imágenes representativas de tres experimentos independientes con resultados similares. (B) Detalles de 
las  extensiones  citoplasmáticas,  indicadas por  flechas, de  células  cultivadas  sobre  los  recubrimientos 
DLC‐PDMS‐h. Barra = 100 µm. 
 
 
 
2.2.2. Efecto de la composición química de los recubrimientos sobre la reorganización 
del citoesqueleto de actina 
A continuación se evaluó la capacidad de las células para reorganizar su citoesqueleto 
de actina  tras  su  incubación durante 24 h  sobre  las  superficies ensayadas  (Fig. 9). Sobre  las 
muestras de DLC y DLC‐PTFE‐h ambos tipos celulares presentaron una morfología alargada con 
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el  citoesqueleto  de  actina  organizado  en  fibras  de  estrés  bien  definidas,  distribuidas 
paralelamente entre sí y en su mayoría orientadas a  lo  largo del eje  longitudinal de  la célula. 
Mediante  tinción  con DAPI  se  observó  la  presencia  de  núcleos  con morfología  normal,  sin 
signos de condensación. Por el contrario, las escasas células adheridas a los recubrimientos de 
DLC‐PDMS‐h mostraron una morfología poco  extendida  con  el  citoesqueleto de  actina muy 
desorganizado,  independientemente  del  tipo  celular.  La  tinción  con  DAPI  reveló  signos  de 
condensación y fragmentación nuclear. 
 
Figura 9. Reorganización del citoesqueleto de actina de células cultivadas sobre los recubrimientos de 
DLC  y  DLC‐h.  Tinción  de  actina  (rojo)  y  núcleos  (azul)  en  células  cultivadas  durante  24  h  sobre  las 
superficies.  Imágenes  representativas  de  tres  experimentos  independientes  con  resultados  similares. 
Barra = 100 µm. 
 
 
2.2.3. Efecto de la composición química de los recubrimientos sobre la reorganización 
del citoesqueleto de tubulina 
Con el fin de evaluar el efecto de los diferentes recubrimientos sobre la reorganización 
del  citoesqueleto  de  tubulina,  las  células  cultivadas  durante  24  h  sobre  las  superficies  se 
tiñeron  empleando  un  anticuerpo  específico  para  tubulina  acetilada,  característica  de 
microtúbulos estables  (Fig. 10).  Sobre  los  recubrimientos de DLC  y DLC‐PTFE‐h el patrón de 
distribución de  la tubulina acetilada fue similar. En ambos tipos celulares, se observó una red 
tubular  interconectada  con  una  organización  radial  desde  la  región  perinuclear  hacia  la 
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periferia celular. Por el contrario, sobre las superficies de DLC‐PDMS‐h las células presentaron  
microtúbulos altamente desorganizados, independientemente del tipo celular ensayado. 
 
Figura 10. Reorganización de microtúbulos en  células  cultivadas  sobre  los  recubrimientos de DLC y 
DLC‐h.  Tinción de tubulina acetilada (verde) y núcleos (azul) en células cultivadas durante 24 h sobre las 
superficies.  Imágenes  representativas  de  tres  experimentos  independientes  con  resultados  similares. 
Barra = 50 µm. 
 
2.2.4. Efecto de la composición química de los recubrimientos sobre el área celular 
Por último se cuantificó el área celular sobre  las distintas superficies (Fig. 11). El área 
celular  sobre  los  recubrimientos  DLC‐PDMS‐h  fue  notablemente  inferior  a  la  detectada  en 
células  cultivadas  sobre  las  películas  de  DLC  y  DLC‐PTFE‐h  en  las  que  fue  similar, 
independientemente del tipo celular ensayado.  
 
Figura 11. Área celular sobre los recubrimientos de DLC y DLC‐h. Las células se cultivaron durante 24 h 
sobre  las  superficies.  Los  resultados  representan  la media  ± DE  del  área  celular  determinada  en  40 
células seleccionadas al azar en cada tipo de muestra. *p < 0,015 en comparación con DLC y DLC‐PTFE‐h. 
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Tomados  en  conjunto,  estos  datos  indican  que  la  composición  química  de  los 
recubrimientos de DLC y DLC‐h   modula el proceso de adhesión de células hMSCs y hOBs. En 
concreto  se  ha  observado  que  los  recubrimientos  híbridos  de  teflón  permiten  la  adhesión 
celular  mientras que los de silicona la dificultan. 
 
 
2.3.  EFECTO  DE  LA  COMPOSICIÓN  QUÍMICA  DE  LOS  RECUBRIMIENTOS  SOBRE  LA 
VITALIDAD CELULAR 
Ya  que  las  superficies  de  DLC‐PDMS‐h  alteran  la morfología  celular  y  dificultan  el 
proceso  de  adhesión,  a  continuación  nos  propusimos  investigar  el  efecto  de  la  química 
superficial de los recubrimientos sobre la viabilidad celular, la activación de los mecanismos de 
muerte celular programada y la proliferación celular. 
 
2.3.1.  Efecto  de  la  composición  química  de  los  recubrimientos  sobre  la  viabilidad 
celular 
Para evaluar  la  influencia de  la composición de  los recubrimientos sobre  la viabilidad 
celular  se  empleó  la  pareja  de  fluorocromos  calceina‐AM/IP.  La  calceína  en  su  forma 
acetometil  éster  (AM)  es  permeable  a  la membrana  celular  y  no  emite  fluorescencia.  Tras 
acceder al citoplasma celular  los grupos éster son hidrolizados por esterasas celulares dando 
lugar a su forma fluorescente, calceína. Por otro lado, el PI es un compuesto fluorescente que, 
cuando la membrana celular está dañada, es capaz de intercalarse en la doble cadena de DNA. 
En ambos tipos celulares, la incubación con calceína‐AM reveló la presencia de células viables 
sobre las superficies de DLC y DLC‐PTFE‐h (Fig. 12). Además, la ausencia de tinción inducida por 
el  IP  indicó  que  estas  células  no  presentaban  daño  en  su membrana  celular  (Fig.  12).  Las 
escasas  células  que  se  encontraron  adheridas  a  las  superficies  de  DLC‐PDMS‐h mostraron 
tinción nuclear tras su incubación con PI, indicando daño celular y pérdida de la integridad de 
su membrana.  En  algunos  casos,  este marcaje  positivo  para  IP  apareció  asociado  a  tinción 
positiva de calceína en forma de granulado. 
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Figura 12. Viabilidad celular sobre los recubrimientos de DLC y DLC‐h. Tinción con calceína‐AM (verde) 
e  IP  (rojo) en  células  cultivadas durante 24 h  sobre  las  superficies.  Imágenes  representativas de  tres 
experimentos independientes con resultados similares. Barra = 50 µm. 
 
 
2.3.2.  Efecto de la composición química de los recubrimientos sobre la expresión de la 
forma activa de la caspasa‐3  
A continuación quisimos investigar si las células incubadas sobre los recubrimientos de 
DLC‐PDMS‐h  expresaban,  a  nivel  de  proteína,  la  forma  activa  de  la  caspasa‐3,  uno  de  los 
principales ejecutores de la apoptosis en células somáticas [Thornberry y Lazebnik 1998, Porter 
y Jänicke 1999]. La imágenes muestran que tanto las células hMSCs como los hOBs cultivados 
sobre superficies de DLC‐PDMS‐h expresaron la forma activa de la caspasa‐3 (Fig. 13 A). Por el 
contrario, no se observó tinción positiva en células cultivadas sobre los recubrimientos de DLC 
y DLC‐PTFE‐h. Cuando se analizaron  las células presentes en el medio de cultivo  incubado en 
presencia  de  los  recubrimientos  DLC‐PDMS‐h,  se  encontraron  agregados  multicelulares, 
marcados  positivamente  para  la  forma  activa  de  la  proteína  (Fig.  13  B).  Sin  embargo, 
prácticamente no se detectaron células en los medios de cultivo incubados en presencia de los 
recubrimientos de DLC o DLC‐PTFE‐h, y en ningún caso se observó  tinción positiva para esta 
molécula (datos no mostrados). 
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Figura 13. Expresión de la forma activa de la caspasa‐3 en células cultivadas sobre los recubrimientos 
de DLC y DLC‐p‐h. Tinción de la forma activa de caspasa‐3 (verde) y actina (rojo). (A) Células cultivadas 
durante  24  h  sobre  las  superficies  ensayadas.  (B)  Células  presentes  en  el medio  de  cultivo  celular 
(recubrimientos  DLC‐PDMS‐h).  Imágenes  representativas  de  tres  experimentos  independientes  con 
resultados similares. Barra = 50 µm. 
 
 
2.3.3. Efecto de  la composición química de  los  recubrimientos sobre  la proliferación 
celular 
Finalmente,  quisimos  evaluar  si  la  composición  química  influye  en  la  capacidad  de 
proliferación de  células hMSCs  y hOBs  sobre  los  recubrimientos.  Los datos mostrados en  la 
figura 14  indican que el número de células viables sobre  los recubrimientos DLC‐PDMS‐h fue 
notablemente  inferior que sobre  los de DLC o DLC‐PTFE‐h a todos  los tiempos ensayados. En 
ambos  tipos  celulares,  la  proliferación  celular  incrementó  a  lo  largo  del  tiempo  sobre  los 
recubrimientos DLC así como sobre los recubrimientos DLC‐PTFE‐h (Fig. 14). Por el contrario, el 
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número de  células viables  sobre  las  superficies de DLC‐PDMS‐h permaneció  constante en el 
caso de los hOBs y en el caso de hMSCs disminuyó con el tiempo. 
 
Figura 14. Proliferación  celular  sobre  los  recubrimientos de DLC y DLC‐p‐h.  Las  células  se  cultivaron 
durante 1, 4 y 7 días sobre las superficies DLC (    ), DLC‐PDMS‐h (    ) y DLC‐PTFE‐h (    ). Los resultados 
obtenidos se expresan como el porcentaje de fluorescencia correspondiente a las muestras DLC después 
de 1 día de cultivo, a la que se asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE de 
cuatro experimentos  independientes, con  resultados  similares. *p < 0,015 en comparación con DLC y 
DLC‐PTFE‐h, dentro de un mismo tiempo. 
 
En conjunto, estos resultados indican que la composición química de los recubrimientos 
basados  en  DLC modula  el  proceso  de  adhesión  celular  así  como  el mantenimiento  de  la 
viabilidad  de  células  hMSCs  y  hOBs. Mientras  que  los  recubrimientos  de DLC  y DLC‐PTFE‐h 
permiten  la adhesión y proliferación celular sobre su superficie,  las películas de DLC‐PDMS‐h 
dificultan estos procesos e inducen apoptosis a través de la expresión de la forma activa de la 
caspasa‐3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
hMSCs  hOBs
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3. EFECTO  DE  LA  TOPOGRAFÍA  ORDENADA  DE  LA  ALEACIÓN  Ti64  SOBRE  LA 
RESPUESTA CELULAR 
 
El hueso es un tejido altamente organizado,  formado por unidades estructurales que 
comprenden  tamaños desde  la escala nanométrica hasta  la micrométrica,  lo que  le confiere 
unas propiedades mecánicas únicas. En el tejido óseo, la alineación de las células y de la MEC 
de colágeno es esencial para el desempeño de sus  funciones mecánicas y biológicas. En este 
apartado  quisimos  estudiar  el  comportamiento  de  células  precursoras  mesenquimales  y 
osteoblastos humanos  sobre  topografías ordenadas de  la aleación Ti64 generadas mediante 
abrasión mecánica.  
 
3.1. CARACTERIZACIÓN  DE  LAS  SUPERFICIES  MODIFICADAS  DE  LA  ALEACIÓN  Ti64 
MEDIANTE ABRASIÓN MECÁNICA  
El  aspecto  superficial  de  las muestras  se  caracterizó mediante MEB  (Fig.  15 A).  Las 
superficies pulidas mostraron un aspecto homogéneo con ausencia de  irregularidades, en el 
que  se podía distinguir una  estructura bifásica  consistente  en  zonas brillantes discontinuas, 
correspondientes  a  la  fase  β,  embebidas  en  una matriz  oscura  formada  por  la  fase  α.  El 
examen de las muestras mecanizadas reveló la formación de surcos paralelos que se alinean a 
lo largo de la dirección de desbaste. Cabe señalar que las fases α y β no se visualizaron en las 
muestras mecanizadas  ya que  la  señal obtenida por  los  cambios  topográficos  enmascara  la 
emitida  a  consecuencia  de  diferencias  en  la  composición  química.  Se  descartó  la  posible 
contaminación de la superficie con micropartículas abrasivas después de un examen detallado 
de estas  imágenes  (datos no mostrados). A partir de  imágenes obtenidas mediante AFM  se 
extrajeron  líneas del perfil topográfico de  las muestras y se determinaron  la profundidad y el 
ancho de los surcos (Fig. 15 B). Sus valores se resumen en la Tabla IV. Como era de esperar, los 
surcos de  las  superficies G2  fueron más amplios y profundos que  los de  las muestras G1. El 
análisis de  frecuencias no pudo aplicarse a la topografía de las superficies G1 al no presentar 
simetría,  por  lo  que  sólo  se muestra  su  topografía  original  (Fig.  15  C).  En  el  caso  de  las 
superficies  G2,  se  detectaron  dos  niveles  topográficos  claramente  diferenciados,  uno 
correspondiente a los surcos más amplios, y otro de pequeñas irregularidades de la superficie, 
probablemente  causadas por  imperfecciones en  los materiales empleados en el proceso de 
abrasión mecánica (Fig. 15 D). La imagen original (superior) corresponde a la suma de las otras 
dos imágenes (intermedia e inferior). Ambos niveles topográficos mostraron un alto grado de 
direccionalidad. A continuación se determinaron los valores de Ra para las distintas superficies 
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(Tabla IV). En función de los valores de Ra las muestras PL se clasificaron como pulidas con Ra ≈ 
3.3 nm, las G1 como nanométricas con Ra ≈ 58 nm y las G2 como submicrométricas con Ra ≈ 
200 nm. 
 
 
 
Figura  15.  Caracterización  superficial  de  las  muestras  de  Ti64  modificadas  topográficamente.  (A) 
Imágenes obtenidas mediante MEB del aspecto superficial de las muestras PL (electrones secundarios) y 
mecanizadas  (electrones  retrodispersados).  (B)  Perfiles  topográficos  de  las  tres  superficies  obtenidos 
mediante AFM. (C) Topografía de las superficies G1. (D) Descomposición espectral de las superficies G2. 
La  imagen  superior muestra  la  topografía original  de  las muestras,  la  imagen  intermedia muestra  la 
componente topográfica de baja frecuencia y la inferior la de alta frecuencia. 
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  Surcos
MATERIAL  Ra (nm) Profundidad (µm) Amplitud (µm) 
PL 3,3 ± 0,7 ‐ ‐
G1 58 ± 7,0 0,15 ±  0,09 2 ± 0,90 
G2 200 ± 65,0 0,95 ± 0,30 9 ± 4,00 
 
Tabla  IV. Valores de  rugosidad  superficial media  (Ra), profundidad  y amplitud de  los  surcos de  las 
muestras de Ti64 modificadas topográficamente. Los datos mostrados en la tabla representan la media 
± DE de cinco determinaciones independientes para cada superficie. 
 
La  composición química de  las  superficies  se obtuvo mediante  análisis por EDX.  Los 
datos mostrados en la tabla V indican que el proceso de mecanizado no altera la composición 
superficial de las muestras.  
Elemento*  PL G1 G2
O  <1 <1 <1
Ti  88 87 87
Al  9 10 10
V  3 3 3
 
Tabla  V.  Composición  química  de  las muestras  de  Ti64 modificadas  topográficamente.  Los  datos 
mostrados en  la tabla representan  la media ± DE de cinco determinaciones  independientes para cada 
superficie. *Los resultados se expresan como el porcentaje atómico. 
 
 
3.2. EFECTO DE LA TOPOGRAFÍA ORDENADA DE LA ALEACIÓN Ti64 EN LOS PROCESOS 
DE ORIENTACIÓN POR CONTACTO 
Datos  existentes  en  la  literatura  indican  que  las  superficies  anisotrópicas  pueden 
inducir una  respuesta  celular  conocida  como alineación por  contacto  [Monsees  y  col. 2005, 
Loesberg  y  col.  2007].  Este  fenómeno  tiene  lugar durante  el  proceso de  adhesión  celular  y 
puede  determinar  la  respuesta  de  las  células  al  implante  a  largo  plazo.  En  este  apartado 
quisimos investigar la influencia de topografías ordenadas de la aleación Ti64, con rugosidades 
promedio  en  los  rangos  nanométrico  y  submicrométrico,  en  los  procesos  de  adhesión  y 
orientación de hMSCs y hOBs. 
 
3.2.1.  Efecto  de  la  topografía  ordenada  de  la  aleación  Ti64  sobre  la  cinética  de 
adhesión celular  
Ya  que  el  proceso  de  reparación  ósea  depende  en  gran  medida  de  una  correcta 
adhesión de  las  células a  la  superficie del  implante, en este apartado quisimos  investigar el 
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efecto de las modificaciones en la topografía de la aleación Ti64 sobre la cinética de adhesión 
celular. Los datos obtenidos muestran que el porcentaje de adhesión aumentó con el tiempo 
de  incubación  en  las  tres  superficies  ensayadas  (p  <  0,015),  independientemente  del  tipo 
celular examinado (Fig. 16). El número de hMSCs adheridas a las superficies mecanizadas tras 1 
h de incubación fue mayor que sobre las muestras PL. Además, se observó un incremento en el 
porcentaje de adhesión sobre superficies G2 en comparación con muestras PL al cabo de 2 h 
en cultivo. Tras 4 h de  incubación, el porcentaje de hMSCs adheridas  fue  similar en  los  tres 
materiales ensayados. Por otro  lado, el proceso de abrasión mecánica no modificó  la cinética 
de adhesión de hOBs sobre la aleación Ti64 a ninguno de los tiempos ensayados. 
 
 
Figura 16. Cinética de adhesión celular sobre las superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Las 
células se cultivaron durante 1, 2 y 4 h sobre  las superficies PL (     ), G1 (       ) y G2 (       ). Los resultados 
obtenidos se expresan como el porcentaje de fluorescencia correspondiente a las muestras PL tras 1 h 
de cultivo, a la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor representa la media ± DE de cuatro 
experimentos independientes, con resultados similares. *p < 0,015 comparado con muestras PL, dentro 
de un mismo tiempo. 
 
 
3.2.2.  Efecto  de  la  topografía  ordenada  de  la  aleación  Ti64  sobre  la morfología, 
reorganización del citoesqueleto de actina y orientación celular  
Con el  fin de  investigar si  las superficies de Ti64 mecanizadas  inducen alineación por 
contacto, se evaluaron  los cambios en  la morfología de células cultivadas durante 24 h sobre 
los  materiales.  Las  imágenes  obtenidas  mediante  MEB  revelaron  la  presencia  de  células 
expandidas  sobre  las  superficies pulidas, mientras que  sobre  las  superficies mecanizadas  las 
células  exhibieron  una  morfología  más  alargada,  independientemente  del  tipo  celular 
examinado (Fig. 17 A). Se cuantificó  la elongación celular y  los datos obtenidos  indicaron que 
los hOBs presentan un grado mayor de elongación sobre las superficies mecanizadas que sobre 
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las  pulidas.  En  el  caso  de  las  células  hMSCs,  sólo  se  encontraron  diferencias  significativas 
respecto al control sobre las superficies G2 (Fig. 17 B).  
 
 
Figura 17. Morfología y elongación celular sobre las superficies de Ti64 modificadas topográficamente. 
(A) Las  imágenes obtenidas mediante MEB muestran  la morfología de células cultivadas durante 24 h 
sobre las superficies. Barra = 20 µm. (B) Los histogramas de frecuencia relativa muestran la elongación 
celular tras 24 h de incubación sobre las muestras PL (    ), G1 (    ) y G2 (    ).  Los cuadros mostrados a la 
derecha recogen los valores de p obtenidos a partir del análisis estadístico de los datos. *p < 0,015. 
 
A continuación, quisimos  investigar si  los cambios morfológicos observados sobre  las 
superficies  mecanizadas  estaban  asociados  a modificaciones  en  la  orientación  celular.  Las 
imágenes  obtenidas  mediante  microscopía  confocal  indican  que  las  células  tienden  a 
orientarse  en  la  dirección  de  los  surcos  tanto  en  las  superficies  nanométricas  como  en  las 
superficies  submicrométricas  (Fig. 18 A). Sobre  las  superficies PL,  las células  se disponen  sin 
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una orientación definida, independientemente del tipo celular ensayado. En todos los casos se 
observó un citoesqueleto de actina organizado en fibras de estrés bien definidas distribuidas a 
lo  largo de  las células. Sobre  las  superficies G1 y G2  las  fibras de estrés  se orientaron en  la 
dirección  los  surcos. Para cuantificar el grado de orientación celular sobre  las superficies, se 
determinó el ángulo que forma el eje mayor de las células con la horizontal (Fig. 18 B). Sobre 
las muestras mecanizadas se observó que ambos tipos celulares se orientan en la dirección de 
los surcos siendo el grado de orientación mayor sobre las superficies G2.  
 
Figura 18. Orientación celular sobre las superficies de Ti64 modificadas topográficamente. (A) Tinción 
de  actina  (rojo)  y  núcleos  (azul)  en  células  cultivadas  durante  24  h  sobre  las  superficies.  Imágenes 
representativas de tres experimentos independientes con resultados similares. Barra = 250 µm. (B) Los 
histogramas de frecuencia relativa muestran la orientación celular sobre las muestras PL (    ), G1 (    ) y 
G2 (    ). La orientación de los surcos en las superficies G1 y G2 corresponde a 90º con la horizontal. 
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Finalmente se observó que a pesar de  inducir cambios en  la elongación y orientación 
celular, el proceso de mecanizado no altera el área celular de ninguno de  los  tipos celulares 
estudiados (Fig. 19). 
 
Figura  19.  Área  celular  sobre  las  superficies  de  Ti64 modificadas  topográficamente.  Las  células  se 
cultivaron durante 24 h sobre las superficies. Los resultados representan la media ± DE del área celular 
determinado en 40 células seleccionadas al azar en cada tipo de muestra. 
 
 
3.2.3.  Efecto  de  la  topografía  ordenada  de  la  aleación  Ti64  en  la  organización  de  la 
fibronectina 
La  FN  es  una  glicoproteína  adhesiva  presente  en  forma  insoluble  en  la  matriz 
extracelular del hueso. Su correcta disposición en  fibrillas es posible gracias a una adecuada 
reorganización de  los filamentos de actina. Con el fin de evaluar si el proceso de mecanizado 
altera la formación de fibrillas de FN, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia mediante 
marcaje  simultáneo  de  FN  y  actina  sobre  las  distintas  superficies.  Las  imágenes  obtenidas 
mediante microscopía confocal revelan que el proceso de mecanizado no alteró el ensamblaje 
de  las fibrillas de FN en células cultivadas durante 24 h sobre  la aleación. Se  identificó que  la 
formación de fibrillas de FN ocurre preferentemente en dirección paralela a los filamentos de 
actina del citoesqueleto,  independientemente de  la superficie y el tipo celular estudiado (Fig. 
20).  Sobre  las  superficies mecanizadas,  la  fibrillas  de  FN  se  orientaron  de  acuerdo  con  la 
topografía del sustrato, mientras que sobre las superficies PL se dispusieron aleatoriamente.  
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Figura 20. Distribución de fibronectina en células cultivadas sobre las superficies de Ti64 modificadas 
topográficamente. Tinción de  actina  (rojo)  y  FN  (verde) en  células  cultivadas durante 24 h  sobre  las 
distintas  superficies.  Imágenes  representativas  de  tres  experimentos  independientes  con  resultados 
similares. La orientación de  los surcos en  las superficies G1 y G2 corresponde a 90º con  la horizontal. 
Barra = 50 µm. 
 
Tomados en conjunto, estos resultados  indican que  las superficies mecanizadas de  la 
aleación Ti64 favorecen la adhesión de hMSCs a tiempos cortos mientras que no alteran la de 
hOBs. Además la topografía anisotrópica del material determina la orientación y la elongación 
celular, así como la organización de actina y FN en ambos tipos celulares.  
 
3.3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS  IMPLICADOS EN EL PROCESO DE ORIENTACIÓN 
CELULAR SOBRE TOPOGRAFÍAS ORDENADAS DE LA ALEACIÓN Ti64 
Los  resultados  obtenidos  en  el  apartado  anterior  indican  que  las  superficies 
submicrométricas (G2) de la aleación Ti64 promueven notablemente la alineación por contacto 
en células precursoras y osteoblastos, mientras que este efecto es menos evidente sobre  las 
superficies  nanométricas  (G1).  Por  este  motivo,  se  seleccionaron  las  superficies  G2  para 
investigar  en  detalle  los  mecanismos  implicados  en  la  orientación  por  contacto  sobre 
superficies anisotrópicas de la aleación Ti64. Ya que el fenómeno de orientación por contacto 
tiene lugar a tiempos muy tempranos del proceso de adhesión, las células se incubaron sobre 
las  superficies  PL  y  G2  durante  periodos  de  hasta  4  h  y  se  examinó  la  formación  de 
proyecciones  citoplasmáticas  (lamelipodios  y  filopodios),  la  organización  de  filamentos 
proteicos del citoesqueleto (actina y tubulina) y la distribución de los contactos focales.  
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3.3.1.  Formación  de  prolongaciones  celulares  durante  el  proceso  de  orientación 
celular sobre topografías ordenadas de la aleación Ti64 
Durante el proceso de adhesión  las células desarrollan  lamelipodios y  filopodios que 
les  permiten  desplazarse  sobre  el  sustrato  [Ridley  y  col.  2003].  Los  lamelipodios  son 
prolongaciones  transitorias  de  la  membrana  celular  producidas  por  la  acción  de 
microfilamentos de actina, que presentan estructura ancha y forma laminar. Los filopodios son 
proyecciones citoplasmáticas delgadas que se extienden desde el extremo directriz de células 
en migración. En este apartado quisimos investigar el efecto de las superficies ordenadas de la 
aleación Ti64 sobre la formación de filopodios y lamelipodios durante el proceso de alineación 
por  contacto.  Para  dilucidar  los  cambios  en  la  morfología  celular  a  consecuencia  de  la 
anisotropía superficial de  la aleación,  las células se  incubaron durante 1 h sobre  las muestras 
PL y G2 y se examinaron mediante MEB (Fig. 21). Las células cultivadas sobre las superficies PL 
se dispusieron aplanadas y expandidas y se observó la formación de lamelipodios en todas las 
direcciones, confiriendo a las células una forma redondeada. Sobre las superficies mecanizadas 
las  células  exhibieron mayor  volumen  y  presentaron  una  forma más  alargada  con  un  gran 
número de prolongaciones digitiformes o filopodios anclados en las crestas de los surcos. Estas 
características fueron similares en ambos tipos celulares. 
 
Figura  21.  Formación  de  filopodios  y  lamelipodios  sobre  las  superficies  de  Ti64  modificadas 
topográficamente.  Imágenes  obtenidas  mediante  MEB  de  células  cultivadas  durante  1  h  sobre 
superficies PL y G2. Las extensiones citoplasmáticas se indican con flechas. Imágenes representativas de 
tres experimentos independientes con resultados similares. Barra = 20 µm.  
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Ya que el ensamblaje de filamentos proteicos  de actina y tubulina es responsable de la 
formación de  filopodios y  lamelipodios, a continuación quisimos estudiar  la participación de 
estas estructuras del citoesqueleto en el proceso de orientación celular tras tiempos cortos de 
incubación, de 1 y 4h (Figs. 22 y 23).  
 
Figura  22.  Reorganización  del  citoesqueleto  de  actina  y  tubulina  en  hMSCs  cultivadas  sobre  las 
superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Tinción de actina (rojo) y tubulina acetilada (verde) 
en hMSCs  cultivadas durante 1 y 4 h  sobre  las  superficies PL y G2.  Imágenes  representativas de  tres 
experimentos independientes con resultados similares. La orientación de los surcos en las superficies G2 
corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 50 µm. 
 
Tras  1  h  de  incubación  sobre  las  superficies  pulidas  las  células  presentaron  forma 
esférica,  la actina se organizó formando estructuras concéntricas y  los microtúbulos estables, 
formados por tubulina acetilada, se dispusieron mayoritariamente en la zona perinuclear (Fig. 
22 y 23). Al aumentar el tiempo de incubación hasta 4 h, las células adoptaron una morfología 
estrellada,  observándose  la  formación  en  todas  las  direcciones  de  prolongaciones 
citoplasmáticas  que  contienen  actina.  Además,  se  detectó  la  presencia  de  haces  de 
microtúbulos  atravesando  el  citoplasma,  desde  la  región  perinuclear  hacia  las  extensiones 
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citoplasmáticas. Sobre  las superficies mecanizadas, se observó  la  formación de  lamelipodios, 
que  integran  actina  y  tubulina  acetilada,  en  la  dirección  de  los  surcos  desde  tiempos  de 
incubación  de  1  h  (Figs.  22  y  23).  No  se  observaron  diferencias  en  la  organización  del 
citoesqueleto entre los dos tipos celulares en ninguna de las superficies estudiadas.  
 
 
Figura  23.  Reorganización  del  citoesqueleto  de  actina  y  tubulina  en  hOBs  cultivados  sobre  las 
superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Tinción de actina (rojo) y tubulina acetilada (verde) 
en  hOBs  cultivados  durante  1  y  4  h  sobre  las  superficies  PL  y G2.  Imágenes  representativas  de  tres 
experimentos independientes con resultados similares. La orientación de los surcos en las superficies G2 
corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 50 µm. 
 
3.3.2. Formación de contactos focales durante el proceso de orientación celular sobre 
topografías ordenadas de la aleación Ti64 
Los  contactos  focales  son grupos dinámicos de proteínas estructurales y  funcionales  
que  conectan el  citoesqueleto de  actina  a  la MEC,  y proporcionan  soporte estructural  a  las 
células.  Dado  que  el  proceso  de  mecanizado  induce  cambios  en  la  organización  del 
citoesqueleto y  la FN, a  continuación nos propusimos  investigar el efecto de  las  topografías 
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ordenadas de la aleación sobre la distribución de los contactos focales. Para ello, se realizó un 
marcaje  simultáneo de paxilina y actina en células cultivadas durante 4 h  sobre  las distintas 
superficies y se examinó su colocalización mediante microscopía confocal (Fig. 24).  
 
 
 
Figura 24. Distribución de  contactos  focales  (CF) en  células  cultivadas  sobre  las  superficies de Ti64 
modificadas  topográficamente.  Tinción  de  actina  (rojo)  y  paxilina  (verde)  en  (A)  hMSCs  y  (B)  hOBs 
cultivados durante 4 h  sobre  las  superficies PL  y G2.  Imágenes  representativas de  tres experimentos 
independientes con resultados similares. La orientación de los surcos en las superficies G2 corresponde 
a 90º con  la horizontal. Barra = 50 µm. Los diagramas de cajas  (C  ‐ D) muestran  la media ± DE de  la 
longitud de 100 contactos seleccionados al azar en cada tipo de muestra.  *p < 0,05 comparado con las 
muestras PL. 
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La paxilina es una proteína adaptadora presente en los contactos focales que posibilita 
el  reclutamiento  de  otras  moléculas  de  señalización  implicados  en  la  reorganización  del 
citoesqueleto  de  actina.  El  examen microscópico  de  las  células  indicó  que,  en  ambos  tipos 
celulares,  la paxilina se distribuye mayoritariamente en  la periferia celular, colocalizando con 
los extremos de  los  filamentos de actina  (Fig. 24 A‐B). Sobre  las superficies PL  los contactos 
focales marcados con paxilina se dispusieron aleatoriamente en  la periferia celular, mientras 
que sobre las superficies G2 mostraron una tendencia a orientarse en la dirección de los surcos 
y presentaron una longitud mayor (Fig. 24 C‐D). 
En  conjunto,  estos  datos  indican  que  la  topografía  ordenada  de  la  aleación  Ti64 
modula  la  formación  y  disposición  de  proyecciones  citoplasmáticas  y  la  organización  del 
citoesqueleto durante el proceso de adhesión celular. Además, estas superficies anisotrópicas 
regulan el  tamaño de  los contactos  focales, que  se distribuyen en  la dirección de  los  surcos 
generados tras el proceso de mecanizado. 
 
3.4.  PARTICIPACIÓN  DE  LA  VIA  RHOA/ROCK  EN  LOS  PROCESOS  DE  ALINEACION  Y 
ELONGACIÓN  CELULAR  SOBRE  LAS  SOBRE  TOPOGRAFÍAS  ORDENADAS  DE  LA 
ALEACIÓN Ti64 
La GTPasa Rho, y en particular su  isoforma RhoA juega un papel crucial en el proceso 
de adhesión celular así como en el ensamblaje del citoesqueleto de actina, el establecimiento 
de la polaridad celular y la dinámica de los microtúbulos. En este apartado quisimos estudiar la 
implicación de RhoA y de uno de sus principales efectores, ROCK, en el proceso de orientación 
por  contacto  de  las  células  hMSCs  y  hOBs  sobre  las  superficies mecanizadas.  Para  ello,  las 
células  se  cultivaron  sobre  las  superficies  PL  y G2  en  presencia  o  ausencia  de  agentes  que 
atenúan la actividad de estas moléculas. 
 
3.4.1. Actividad de RhoA y ROCK  
En  primer  lugar  se  cuantificaron  los  niveles  basales  de  actividad  RhoA  y  ROCK  en 
células hMSCs y hOBs cultivados sobre PE durante 2 y 24 h. Los resultados obtenidos  indican 
que  la  actividad  enzimática  de  RhoA  fue  superior  en  hMSCs  que  en  hOBs  y  los  niveles  de 
actividad disminuyeron con el tiempo de incubación en ambos tipos celulares (Fig. 25 A). Como 
inhibidor de Rho se empleó la exoenzima transferasa C3, que ADP ribosila las tres isoformas de 
Rho de forma específica [Vogelsgesang y col. 2007]. El tratamiento con transferasa C3 durante 
2 h disminuyó  los niveles de actividad RhoA y este efecto  fue más pronunciado  tras 24 h de 
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incubación  en  ambos  tipos  celulares.  A  continuación,  quisimos  evaluar  el  efecto  del 
tratamiento con transferasa C3 en la morfología de células cultivadas sobre la aleación Ti64. La 
atenuación  de  la  actividad  de  RhoA  en  células  cultivadas  sobre  superficies  PL  dio  lugar  a 
alteraciones en la organización de los filamentos de actina y a un incremento en el área celular 
(Fig. 25 B). Estos cambios en  la morfología y en  la reorganización del citoesqueleto de actina 
también  se  detectaron  en  células  cultivadas  en  presencia  de  transferasa  C3  sobre  las 
superficies mecanizadas (Fig. 25 C).  
 
Figura 25. Efecto de  la  transferasa C3 en  la actividad de  la GTPasa RhoA.  (A) Actividad de RhoA en 
células cultivadas durante 2 y 24 h sobre PE en ausencia  (      ) o presencia  (      ) de  transferasa C3. Los 
resultados se expresaron como el porcentaje de la actividad cuantificada en hMSCs cultivadas durante 2 
h y sin tratar, a la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor representa la media ± DE de tres 
experimentos  independientes.  *p  <  0,05  en  comparación  con  las  células  sin  tratar,  #  p  <  0,05  en 
comparación  con hMSCs. Tinción de  actina  (rojo)  y núcleos  (azul) en  células  cultivadas durante 24 h 
sobre las superficies PL (B) y G2 (C) en ausencia o presencia de transferasa C3. Imágenes representativas 
de  tres  experimentos  independientes  con  resultados  similares.  La  orientación  de  los  surcos  en  las 
superficies G2 corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 100 µm. 
 
De manera similar a  lo observado para RhoA,  la actividad ROCK detectada en células 
cultivadas  sobre  PE  disminuyó  a  lo  largo  del  tiempo  de  incubación  (Fig.  26 A).  Tras  2  h  en 
cultivo la actividad quinasa de ROCK fue similar en ambos tipos celulares mientras que tras 24 
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h de  incubación  los niveles de actividad ROCK fueron mayores en hMSCs que en hOBs. Como 
inhibidor  de  ROCK  se  empleó  HF,  una molécula  que  se  une  específicamente  a  su  dominio 
quinasa atenuando su actividad. Se detectó una disminución de entre un 30 y un 40% en  los 
niveles de actividad ROCK en ambos tipos celulares tras 2 h de cultivo en presencia de HF. Sin 
embargo,  tras  24  h  de  incubación  los  niveles  de  actividad  ROCK  fueron  similares  a  los 
detectados en células sin tratar. Aunque la atenuación de la actividad de ROCK fue transitoria, 
probablemente debido a  la corta vida media del HF  [Liao y col. 2007], el  tratamiento  indujo 
cambios  en  la morfología  de  células  cultivadas  sobre  las  superficies metálicas.  De manera 
similar a lo observado en células cultivadas en presencia de transferasa C3, el tratamiento con 
HF  condujo  a  la desorganización del  citoesqueleto de  actina  y  a un  aumento  en  el  área de 
células cultivadas sobre superficies tanto pulidas como mecanizadas (Fig. 26 B‐C).  
 
Figura  26.  Efecto  del  hidroxifasudil  (HF)  en  la  actividad  de  ROCK.  (A)  Actividad  ROCK  en  células 
cultivadas  durante  2  y  24  h  sobre  PE  en  ausencia  (      )  o  presencia  (        )  de  HF.  Los  resultados  se 
expresaron como el porcentaje de la actividad cuantificada en hMSCs cultivadas durante 2 h y sin tratar, 
a  la  que  se  asignó  un  valor  arbitrario  de  100%.  Cada  valor  representa  la  media  ±  DE  de  tres 
experimentos  independientes.  *p  <  0,05  en  comparación  con  las  células  sin  tratar,  #  p  <  0,05  en 
comparación  con hMSCs. Tinción de  actina  (rojo)  y núcleos  (azul) de  células  cultivadas durante 24 h 
sobre  las superficies PL  (B) y G2  (C) en ausencia o presencia de HF.  Imágenes  representativas de  tres 
experimentos independientes con resultados similares. La orientación de los surcos en las superficies G2 
corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 100 µm. 
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3.4.2.  Efecto  de  la  atenuación  de  la  actividad  de  RhoA  y  ROCK  en  el  proceso  de 
orientación y elongación celular sobre topografías ordenadas de la aleación Ti64 
Con  el  fin  de  investigar  si  la  anisotropía  superficial  de  la  aleación  Ti64  regula  la 
actividad  enzimática  de  RhoA,  las  células  se  incubaron  durante  4  h  sobre  las  superficies 
metálicas  y  se  cuantificó  la  actividad  de  esta  GTPasa.  En  comparación  con  las  superficies 
pulidas, en ambos tipos celulares se detectó un  incremento en  la actividad RhoA tras cultivar 
las células sobre las muestras mecanizadas (Fig. 27).  
 
Figura  27.  Actividad  de  la  GTPasa  RhoA  en  células  cultivadas  sobre  topografías  ordenadas  de  la 
aleación Ti64. Actividad RhoA en hMSCs y hOBs cultivadas durante 4 h sobre las superficies ensayadas. 
Los  resultados se expresaron como el porcentaje de  la actividad cuantificada en  las células cultivadas 
sobre las superficies PL, a la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor representa la media ± 
DE de tres experimentos independientes. *p < 0,05 en comparación con PL. 
 
A continuación  se  investigó  la  localización de  la GTPasa RhoA durante el proceso de 
orientación celular mediante microscopía confocal. Para ello, las células se incubaron durante 
4  h  sobre  las  superficies metálicas  en  ausencia  o presencia  de  transferasa C3  (Fig.  28).  Las 
imágenes obtenidas revelan que RhoA se  localiza principalmente en  la zona perinuclear y en 
las extensiones citoplasmáticas de células sin tratar cultivadas sobre superficies PL (Fig. 28 A). 
Sobre  las  superficies  G2  se  observó  una  acumulación  de  RhoA  en  las  prolongaciones 
citoplasmáticas así como en zonas de la superficie celular que están en contacto con las crestas 
de los surcos (Fig. 28 A). Este patrón de distribución de RhoA se observó tanto en hMSCs como 
en hOBs. En ambos tipos celulares, el tratamiento con C3 condujo a una pérdida casi total de la 
localización de RhoA en las extensiones celulares, detectándose acumulación de la GTPasa en 
el citoplasma celular (Fig. 28 B). 
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Figura 28.  Localización de  la GTPasa RhoA  en  células  cultivadas  sobre  topografías ordenadas de  la 
aleación Ti64. Tinción de actina (rojo) y RhoA (verde) en hMSCs y hOBs cultivados durante 4 h sobre las 
superficies PL y G2 en ausencia (A) o presencia (B) de transferasa C3. Las flechas indican zonas donde se 
acumula RhoA. Imágenes representativas de tres experimentos independientes con resultados similares. 
La orientación de los surcos en las superficies G2 corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 50 µm. 
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De forma similar a lo observado para la proteína RhoA, la actividad de ROCK en hMSCs 
aumentó sobre  las muestras G2 en comparación con  las superficies PL (Fig. 29). Sin embargo, 
la actividad de ROCK detectada en hOBs fue similar sobre ambas superficies. 
 
 
 
Figura 29. Actividad de ROCK en células cultivadas sobre topografías ordenadas de  la aleación Ti64. 
Actividad ROCK en hMSCs y hOBs cultivadas durante 4 h sobre las superficies ensayadas. Los resultados 
se  expresaron  como  el  porcentaje  de  la  actividad  cuantificada  en  las  células  cultivadas  sobre  las 
superficies PL, a  la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor representa  la media ± DE de 
tres experimentos independientes. *p < 0,05 en comparación con PL. 
 
Posteriormente  se  evaluó  el  efecto  de  la  atenuación  de  la  actividad  de  RhoA  en  la 
orientación  celular  sobre  superficies  mecanizadas.  Se  investigó  si  la  interferencia  en  la 
actividad  de  esta GTPasa  afecta  tanto  a  la  orientación  de  las  células  en  el momento  de  la 
siembra,  como  a  la de  células  ya orientadas  sobre  las  superficies mecanizadas. Para ello  se 
ensayaron dos  condiciones  experimentales:  en  la primera  la  transferasa C3  se  añadió  en  el 
momento de  la siembra, mientras que en  la segunda condición se añadió al medio de cultivo 
24 h después de  la siembra. En ambos casos se realizó una  incubación de 24 h tras añadir  la 
transferasa  C3.  Las  gráficas mostradas  en  la  figura  30  revelan  que  en  ambas  condiciones 
experimentales  la atenuación de  la actividad de RhoA provocó una notable disminución  (p < 
0,05) en la orientación de células hMSCs sobre las superficies G2, pero no en la de hOBs. No se 
encontraron diferencias  significativas en  la disminución de  la orientación de hMSCs  tratadas 
con transferasa C3 en el momento de la siembra o 24 h después (p > 0,05). 
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Figura  30.  Participación  de  la GTPasa  RhoA  en  la  orientación  celular  sobre  las  superficies  de  Ti64 
modificadas topográficamente. Los histogramas de frecuencias relativas muestran la orientación celular 
sobre las superficies G2. Las células se cultivaron sobre las superficies ensayadas en ausencia (negro) o 
presencia  de  transferasa  C3  (gris)  en  dos  condiciones  experimentales  distintas.  Condición  1:  la 
transferasa C3 se añadió en el momento de  la siembra; Condición 2:  la transferasa C3 se añadió 24 h 
después de  la siembra. En ambas condiciones experimentales  las células se cultivaron durante 24 h en 
presencia o ausencia de transferasa C3. Como control se muestra  la orientación de células no tratadas 
con transferasa C3 y cultivadas sobre superficies PL (línea discontinua). La orientación de los surcos en 
las superficies G2 corresponde a 90º con la horizontal. 
 
A  continuación  se  investigó  si  la  atenuación  de  la  actividad  de  ROCK  afectaba  a  la 
orientación de células hMSCs y hOB, empleando las dos condiciones experimentales descritas 
anteriormente  (Fig.  31).  De  forma  similar  a  lo  observado  para  RhoA,  la  atenuación  de  la 
actividad de ROCK no afectó  la orientación de hOBs sobre superficies G2, en ninguna de  las 
condiciones experimentales ensayadas. Por el contrario, el tratamiento con HF en el momento 
de  la  siembra  condujo  a  una  disminución  (p  <  0,05)  en  la  orientación  de  células  hMSCs 
mientras que no se observó ningún efecto cuando  las células se trataron tras 24 h de cultivo 
(Fig. 31). 
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Figura 31. Participación de ROCK en  la orientación celular sobre  las superficies de Ti64 modificadas 
topográficamente.  Los histogramas de  frecuencias  relativas muestran  la orientación  celular  sobre  las 
superficies G2. Las células se cultivaron sobre las superficies ensayadas en ausencia (negro) o presencia 
de HF (gris) en dos condiciones experimentales distintas. Condición 1: el HF se añadió en el momento de 
la  siembra; Condición 2: el HF  se añadió 24 h después de  sembrar  las  células  sobre  las muestras. En 
ambas condiciones experimentales las células se cultivaron durante 24 h en presencia o ausencia de HF. 
Como  control  se  muestra  la  orientación  de  células  no  tratadas  con  inhibidor  y  cultivadas  sobre 
superficies PL (línea discontinua). La orientación de  los surcos en  las superficies G2 corresponde a 90º 
con la horizontal. 
 
 
Por  último  se  analizó  la  elongación  de  las  células  cultivadas  sobre  las  superficies 
mecanizadas y  tratadas con  transferasa C3 o HF añadidos en el momento de  la siembra  (Fig 
32).  En  comparación  con  las  células  sin  tratar,  la  elongación  celular  se  redujo 
significativamente  (p <0,05) en  las superficies mecanizadas  tras  la atenuación de  la actividad 
de RhoA (Fig. 32 A), mientras que no se vio afectada tras disminuir  la actividad de ROCK (Fig. 
32 B). 
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Figura  32.  Implicación  de  la  GTPasa  RhoA  y  su  efector  ROCK  en  la  elongación  celular  sobre  las 
superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Los histogramas de frecuencias relativas muestran 
la  distribución  de  la  elongación  celular  sobre  las  superficies  G2.  Las  células  fueron  sembradas  en 
ausencia  (negro) o presencia de  transferasa C3  (A) o HF  (B)  (gris) y cultivadas durante 24 h  sobre  las 
muestras mecanizadas. 
 
 
3.4.3. Efecto de la atenuación de la actividad de RhoA y ROCK en la organización del 
citoesqueleto de α‐acetil‐tubulina en células cultivadas sobre topografías ordenadas 
de la aleación Ti64 
Dado que  la reorganización del citoesqueleto de tubulina está  implicada en el control 
de  la elongación celular, decidimos  investigar el efecto de  la  interferencia de  la actividad de 
RhoA y ROCK en la disposición de los microtúbulos estables. Para ello se sembraron las células 
durante 4 h sobre los materiales, en presencia o ausencia de transferasa C3 o HF y se observó 
la  organización  de  la  tubulina  acetilada.  Las  imágenes  obtenidas  mediante  microscopía 
confocal  muestran  que  en  ambos  tipos  celulares  el  tratamiento  con  HF  no  afectó  a  la 
reorganización  de  la  tubulina  acetilada,  que  se  dispuso  formando  una  red  de  filamentos 
interconectados  desde  la  región  perinuclear  hacia  el  citoplasma,  de  un  modo  similar  al 
observado en células sin tratar (Fig. 33). Esta red adoptó una morfología circular o estrellada 
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sobre las superficies pulidas, mientras que sobre las superficies mecanizadas presentaron una 
disposición  polarizada,  siguiendo  la  topografía  del  sustrato.  Por  el  contrario,  las  células 
tratadas  con  transferasa  C3  exhibieron  un  citoesqueleto  de  tubulina  acetilada  altamente 
desorganizado, detectándose una elevada concentración de la molécula en la zona perinuclear 
y escasos filamentos en la periferia celular.  
 
Figura 33. Efecto de la atenuación de la actividad de RhoA y ROCK en la organización del citoesqueleto 
de  α‐acetil‐tubulina  en  células  cultivadas  sobre  las  superficies  de  Ti64  mecanizadas.  Tinción  de 
tubulina  acetilada  (rojo)  en  células  cultivadas  durante  4  h  sobre  las  superficies  PL  y  G2.  Imágenes 
representativas  de  tres  experimentos  independientes  con  resultados  similares.  La  orientación  de  los 
surcos en las superficies G2 corresponde a 90º con la horizontal. Barra = 50 µm. 
 
Tomados en conjunto, estos datos indican que la GTPasa RhoA participa en el proceso 
de orientación por contacto sobre las superficies mecanizadas a través de su efector ROCK en 
células hMSCs.  
 
3.5.  EFECTO  DE  LA  TOPOGRAFÍA  ORDENADA  DE  LA  ALEACIÓN  Ti64  SOBRE  LOS 
PROCESOS DE PROLIFERACIÓN Y DIFERENCIACIÓN CELULAR 
Se ha observado que  la morfología que adoptan  las células  sobre el  sustrato  influye 
notablemente  en  el  proceso  de  proliferación  y  determina  la  diferenciación  de  células 
precursoras hacia distintos  linajes [Kilian y col. 2010]. En este apartado quisimos  investigar  la 
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influencia de la anisotropía superficial de las muestras mecanizadas en la proliferación celular, 
así como en la diferenciación de células hMSCs hacia los linajes osteogénico y adipogénico. 
 
3.5.1. Efecto de  la  topografía ordenada de  la aleación Ti64 sobre  la proliferación 
celular  
Después de adherirse al implante, las células comienzan un periodo de proliferación y 
colonización  del  implante.  Los  datos mostrados  en  la  figura  34  indican  que  la  proliferación 
celular  aumentó  con  el  tiempo  en  los materiales  ensayados,  independientemente  del  tipo 
celular examinado. Se observó un  incremento en  la proliferación de células hMSCs sobre  las 
superficies  mecanizadas,  en  comparación  con  las  muestras  PL  al  cabo  de  7  días.  Por  el 
contrario, los cambios en la topografía de la aleación Ti64 no afectaron a la proliferación de los 
hOBs.  
 
Figura 34. Proliferación celular sobre las superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Las células 
se cultivaron durante 1,   4 y 7 días sobre  las superficies PL (     ) y G2 (       ). Los resultados obtenidos se 
expresan como el porcentaje de fluorescencia medido sobre las muestras PL después de 1 día de cultivo, 
a  la  que  se  asignó  un  valor  arbitrario  de  100%.  Cada  valor  representa  la  media  ±  DE  de  cuatro 
experimentos  independientes,  con  resultados  similares.  *p  <  0,015  comparado  con  las muestras  PL, 
dentro del mismo tiempo. 
 
3.5.2. Efecto de la topografía ordenada de la aleación Ti64 sobre la diferenciación 
de células hMSCs 
Habiendo observado que  las superficies mecanizadas  incrementan  la proliferación de 
células  hMSCs,  nos  planteamos  si  serían  capaces  de  promover  la  maduración  de 
osteoprogenitores,  lo que  aseguraría un buen  anclaje entre el hueso  y el  implante.  En este 
apartado  quisimos  evaluar  el  efecto  del mecanizado  de  la  aleación  sobre  la  capacidad  de 
diferenciación de hMSCs a linaje osteoblástico. Para ello, las células se incubaron en presencia 
de un medio  inductor de osteogénesis durante 12 días y se cuantificaron  la actividad FA y  la 
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secreción de OPN  sobre  los distintos materiales. En  comparación  con  superficies pulidas,  se 
observó un  incremento en  la actividad FA así  como en  la  secreción de OPN  tras  cultivar  las 
células sobre las superficies mecanizadas (Fig. 35).  
 
Figura 35. Diferenciación osteoblástica  sobre  las  superficies de Ti64 modificadas  topográficamente. 
Las  células  se  cultivaron  durante  12  días  en  presencia  de medio  osteogénico  sobre  las  superficies 
ensayadas y se determinó (A) la actividad fosfatasa alcalina (FA) y (B) la secreción de osteopontina (OPN) 
al medio extracelular. Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de absorbancia medida 
sobre las muestras PL, a la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor representa la media ± 
DE de  cuatro  experimentos  independientes,  con  resultados  similares.  *p  <  0,015  comparado  con  las 
muestras PL. 
 
A  continuación  quisimos  evaluar  el  efecto  del mecanizado  de  la  aleación  sobre  la 
capacidad de diferenciación de hMSCs a  linaje adipogénico  (Fig. 36). Para ello,  las células se 
incubaron en presencia de medio adipogénico y se cuantificó la formación de vacuolas lipídicas 
mediante el empleo del reactivo “Oil Red O”.  
 
Figura 36. Diferenciación adipogénica sobre las superficies de Ti64 modificadas topográficamente. Las 
células  se  cultivaron  durante  15  días  en  presencia  de medio  adipogénico  sobre  las  superficies  y  se 
cuantificó  la formación de vacuolas  lipídicas. Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje 
de absorbancia medido sobre las muestras PL, a la que se asignó un valor arbitrario de 100%. Cada valor 
representa la media ± DE de cuatro experimentos independientes, con resultados similares.  
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Los  datos  obtenidos  revelaron  que  las  superficies  mecanizadas  promueven  la 
diferenciación adipogénica a un nivel similar al detectado sobre las muestras pulidas (Fig. 36). 
En conjunto, nuestros resultados indican que el proceso de mecanizado en la aleación 
Ti64 conduce a un  incremento en  la proliferación y  la diferenciación de hMSCs hacia el  linaje 
osteoblástico mientras que no afecta al proceso de diferenciación hacia el linaje adipogénico.  
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En  las  últimas  décadas  se  han  explorado  modificaciones  en  la  superficie  de 
biomateriales metálicos convencionales con el fin de mejorar su rendimiento en función de la 
aplicación para la que han sido diseñados. La respuesta celular a estas superficies modificadas 
estará condicionada por los cambios en sus propiedades químicas, físicas y topográficas [Boyan 
y col. 1996, Anselme y col. 2010]. En el presente  trabajo  se han estudiado  las  interacciones 
entre  células  osteoformadoras  o  precursores  mesenquimales  y  distintas  modificaciones 
superficiales  en  materiales  susceptibles  de  ser  empleados  en  la  fabricación  de  implantes 
ortopédicos. Entre  los criterios aceptados por  la comunidad científica para  identificar células 
MSC se ha establecido que han de ser adherentes en cultivo, expresar marcadores típicos de 
células  de  origen mesodérmico  en  ausencia  de marcadores  hematopoyéticos  y  del  sistema 
inmune  y  ser  capaces  de  diferenciarse  in  vitro  a  osteoblastos,  adipocitos  y  condroblastos 
[Dominici y col. 2006]. Las células hMSCs empleadas en este trabajo cumplen con los criterios 
mínimos que  las definen: son células adherentes con morfología  fibroblastoide, expresan  los 
marcadores de superficie CD44, CD29 y CD105, en ausencia de los antígenos hematopoyéticos 
CD34  y  CD45  y  del  sistema  inmune  CD14  y  son  capaces  de  diferenciarse  a  los  linajes 
osteogénico y adipogénico.  Además, las células hMSCs expresan los factores de transcripción 
Oct‐4  y  Sox‐2,  implicados  en  el mantenimiento de  la pluripotencialidad  celular  [Takahashi  y 
Yamanaka,  2006].  Por  el  contrario,  la  ausencia  de  estos  factores  en  hOBs  revela  que  estas 
células poseen características de células maduras. La capacidad de mineralización y secreción 
de OC confirma que  los hOBs son células del  linaje osteoblástico. En este sentido, estudios  in 
vivo  revelan  que  células  obtenidas  a  partir  de  explantes  óseos  trasplantadas  en  ratones 
desnudos  promueven  una mayor  formación  de  hueso  ectópico  que  el  inducido  por  células 
hMSCs  [Yoshii y col. 2010]. La presencia de estructuras de OC en  forma de anillo hexagonal 
localizadas  en  la matriz  extracelular  de  los  hOBs  podría  estar  asociada  a  la  formación  de 
cristales de fosfato cálcico, similares a  los que conforman  la hidroxiapatita del hueso [Flade y 
col. 2001]. Tomados en conjunto, estos datos  indican que  las células hMSCs empleadas en el 
presente trabajo se encuentran en un estado indiferenciado y poseen capacidad osteogénica, 
mientras que las obtenidas a partir de explantes óseos son células osteoformadoras.  
 
1. EFECTO DE LA COMPOSICIÓN QUÍMICA SUPERFICIAL DE RECUBRIMIENTOS 
BASADOS EN  CARBONO TIPO DIAMANTE  SOBRE LA RESPUESTA CELULAR 
La posibilidad de controlar el comportamiento de células implicadas en la formación y 
regeneración  ósea  sobre  biomateriales  con  aplicación  en  cirugía  ortopédica  mediante 
modificaciones en  su  superficie ha ganado atención en  los últimos años. Los  recubrimientos 
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híbridos DLC‐PTFE‐h y DLC‐PDMS‐h poseen una composición química homogénea y combinan 
las propiedades antiadherentes de  los polímeros con  la elevada dureza del DLC [Anttila y col. 
2003]. Estudios realizados empleando distintos tipos celulares como macrófagos, fibroblastos y 
osteoblastos  indican  que  los  recubrimientos  de  DLC  puros  presentan  una  excelente 
biocompatibilidad in vitro [Singh y col. 2003, Chai y col. 2008, Roy y col. 2008]. Mientras que la 
respuesta  celular  al  DLC  ha  sido  ampliamente  investigada,  la  información  acerca  de  la 
biocompatibilidad  de  los  recubrimientos  DLC‐PTFE‐h  y  DLC‐PDMS‐h  es  muy  escasa.  Datos 
existentes  en  la  literatura  indican  que  los  polímeros  PTFE  y  PDMS  son  tolerados  por  el 
organismo y no causan toxicidad [Chen y col. 2003, Leclerc y col. 2003, Klenkler y col. 2005, Ito 
y col. 2010]. Cabe esperar que las modificaciones en las propiedades superficiales del DLC tras 
su combinación con estos polímeros permitan modular  la respuesta celular al material. En el 
presente trabajo se ha estudiado el efecto de los recubrimientos híbridos DLC‐PDMS‐h y DLC‐
PTFE‐h  generados  mediante  FPAD  sobre  el  comportamiento  de  células  precursoras  con 
capacidad osteogénica y células con fenotipo osteoblástico. 
Los cambios en la composición química de un material modulan su mojabilidad, ya que 
los  grupos  químicos  que  presenta  en  su  superficie  son  responsables  de  las  interacciones 
moleculares que establece con el  líquido en cuestión, generalmente agua. La mojabilidad de 
los recubrimientos DLC y DLC‐h se determinó usando dos parámetros diferentes, el ángulo de 
contacto y el ángulo de deslizamiento del agua. Datos disponibles en la literatura indican que 
la mojabilidad de la superficie del material puede influir en la respuesta celular. La mayoría de 
estos trabajos se basan en la generación de monocapas autoensambladas (SAMs) con distintos 
distintos  grados  de  mojabilidad.  Faucheux  y  col.  (2004)  observaron  que  la  capacidad  de 
adhesión y el área celular de  fibroblastos humanos  incrementó sobre SAMs con mojabilidad 
moderada  (48º < θw   < 80º) en comparación con superficies hidrofóbicas  (θw > 80º). Por el 
contrario, la proliferación de células osteoblásticas de ratón MC3T3‐E1 sobre SAMs aumentó al 
incrementar la hidrofobicidad de la superficie [Kennedy y col. 2006]. Estas diferencias sugieren 
que el efecto de  la mojabilidad superficial sobre el comportamiento celular depende en gran 
medida de  los tipos celulares estudiados y de  los parámetros evaluados. Nuestros resultados 
indican que los recubrimientos de DLC y DLC‐PTFE‐h promueven una adhesión similar tanto en 
células  hMSCs  como  en  hOBs,  a  pesar  de  poseer  composiciones  químicas  y  valores  de  los 
ángulos  de  contacto  y  deslizamiento  diferentes.  En  concordancia  con  nuestros  datos,  la 
adhesión de estos tipos celulares fue similar sobre superficies de Ti64 hidrófobas (θw = 88º) e 
hidrófilas (θw =  9º), modificadas mediante irradiación con UV [Gallardo‐Moreno y col. 2009]. 
Estos  datos  apuntan  a  que  el  efecto  de  la mojabilidad  sobre  la  capacidad  de  adhesión  de 
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células  implicadas  en  el  proceso  de  formación  ósea  puede  estar  modulado  por  otros 
parámetros, como la composición química del sustrato. 
Los datos  incluidos  en  la presente memoria  revelan que  valores  altos de  ángulo de 
contacto no siempre se correlacionan con bajos ángulos de deslizamiento. Hasta  la  fecha no 
existe  ninguna  teoría  que  pueda  explicar  esta  relación  aparentemente  contradictoria.  Los 
recubrimientos  híbridos  de  DLC  presentan  una  hidrofobicidad muy  similar  en  términos  de 
ángulo de contacto, si bien sus ángulos de deslizamiento son distintos. Ya que la facilidad con 
la que el agua se desplaza sobre las superficies de DLC‐PDMS‐h y DLC‐PTFE‐h es muy diferente, 
cabe esperar que el comportamiento celular sobre estas superficies varíe en  función de este 
parámetro.  En  efecto,  los  recubrimientos  de  DLC‐PTFE‐h  y  DLC,  con  elevado  ángulo  de 
deslizamiento promueven una excelente adhesión y proliferación de hMSCs y hOBs mientras 
que  las películas de DLC‐PDMS‐h,  con ángulos de deslizamiento <1º alteran profundamente 
todas las funciones celulares examinadas. Pocos autores han estudiado la influencia del ángulo 
de deslizamiento de la superficie de un biomaterial sobre el comportamiento celular. Ino y col. 
(2007)  observaron  que  materiales  con  propiedades  ultra‐repelentes  al  agua  impiden  la 
adhesión de células embrionarias de ratón,  lo que probablemente sea debido a  la  incorrecta 
adsorción de proteínas a su superficie. En este sentido, se ha detectado mediante ensayos de 
adsorción  competitiva  que  la mojabilidad  de  superficies  de  hexametildisiloxano modula  la 
adsorción  de  albúmina  y  FN  y  condiciona  la  posterior  respuesta  celular  al  material.  En 
concreto,  se  detectó  que  la  albúmina  se  adsorbe  preferentemente  sobre  superficies 
hidrofóbicas mientras  que  las  superficies  hidrofílicas  favorecen  una  adsorción  superior  de 
fibronectina  y  promueven  la  adhesión  inicial  de  células  osteoblásticas  [Wei  y  col.  2009]. 
Recientemente, Di Mundo y col. (2011) han observado variaciones en  la respuesta de células 
osteoblásticas en  función del valor del ángulo de deslizamiento, empleando  como  sustratos 
superficies  de  poliestireno  modificadas  por  plasma  de  CF4.  Sustratos  con  ángulos  de 
deslizamiento  superiores a 90º, que no  repelen el agua,  favorecieron  la adhesión de células 
osteoblásticas en  comparación  con  superficies  súper‐hidrofóbicas  con  valores del  ángulo de 
deslizamiento en  torno a 0º. Asimismo,  se ha observado que  células  fibroblásticas de  ratón  
incubadas  sobre  superficies  que  presentan  zonas  súper‐hidrofóbicas  y  súper‐hidrofílicas  se 
adhieren de un modo muy selectivo a las regiones súper‐hidrofílicas [Ishizaki y col. 2010]. Por 
otra parte, se ha visto que la motilidad de fibroblastos murinos sobre superficies hidrofóbicas 
es  mayor  que  sobre  sustratos  hidrofílicos  y  que  la  tasa  de  migración  celular  aumenta 
notablemente sobre superficies con bajos valores de ángulo de deslizamiento [Su y col. 2007, 
Hsu y col. 2007]. Este efecto podría ser debido a  la dificultad que encuentran  las células para 
adherirse  firmemente  a  sustratos  que  repelen  el  agua. Nuestros  resultados  indican  que  las 
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células  hMSCs  y  hOBs  incubadas  sobre  los  recubrimientos  de  DLC‐PDMS‐h  adoptan  una 
morfología  contraída  y  presentan  un  gran  número  de  lamelipodios  con  filopodios  en  sus 
extremos. Una vez más, estas observaciones apuntan a que las células no pueden mantenerse 
adheridas a estas superficies ultra‐repelentes. 
Las  escasas  células  adheridas  a  los  recubrimientos  de  DLC‐PDMS‐h  presentan  daño 
celular y pérdida de la integridad de su membrana. Curiosamente, en algunos casos la tinción 
positiva para  IP aparece asociada a marcaje positivo de  calceína. Esta doble  tinción positiva 
IP/calceína podría  ser debida a que  las  células  son  capaces de procesar  calceína‐AM  tras  su 
muerte  a  través  de  su  actividad  esterasa  residual,  tal  y  como  se  ha  descrito  en  células 
procariotas TK102  [Hiraoka y col. 2002]. Por otro  lado,  las células adheridas a superficies de 
DLC‐PDMS‐h  exhiben  una morfología  contraída  con  vesículas  en  su membrana  y  presentan 
signos  de  condensación  y  fragmentación  nuclear,  rasgos morfológicos  que  sugieren  que  las 
células  están  en  proceso  de muerte  celular  [Leverrier  y Ridley  2001].  En  efecto,  las  células 
cultivadas sobre DLC‐PDMS‐h expresan la forma activa de la caspasa‐3, principal ejecutor de la 
apoptosis en células somáticas [Thornberry y Lazebnik 1998, Porter y Jänicke 1999]. Además, 
el medio  de  cultivo  recolectado  tras  la  incubación  en  presencia  de  DLC‐PDMS‐h  contiene 
agregados multicelulares  formados  por  células  no  adheridas  y  apoptóticas,  probablemente 
debido  a  un  proceso  de  anoikis,  una  forma  de muerte  celular  programada  inducida  por  la 
pérdida de  adhesión  celular  [Chiarugi  y Gianonni 2008]. Diferentes  autores han descrito  en 
células  tubulares  y  epiteliales  de  colon  que  las  interacciones  intercelulares  son  capaces  en 
cierta  medida  de  compensar  la  pérdida  de  señales  de  supervivencia  mediadas  por  las 
interacciones célula‐matriz [Bergin y col. 2000, Hoffman y col. 2007]. Sin embargo, la tinción de 
la  forma  activa  de  caspasa‐3  detectada  en  los  agregados  de  células  hMSCs  o  hOBs  no 
adheridas a DLC‐PDMS‐h  indica que este mecanismo de  supervivencia no es  suficiente para 
mantener las células viables en suspensión.  
Tomados  en  conjunto,  nuestros  resultados  indican  que  los  recubrimientos  de  DLC‐
PTFE‐h  permiten  una  correcta  adhesión  de  células  con  capacidad  osteoformadora  y 
precursores mesenquimales a su superficie y podrían facilitar el crecimiento óseo en la interfaz 
hueso‐implante.  Su  buena  biocompatibilidad  y  propiedades  antibacterianas  hacen  que  los 
recubrimientos de DLC‐PTFE‐h sean candidatos prometedores para su aplicación en  las zonas 
del  implante que  requieren una  rápida osteointegración  [Kinnari y col. 2008, Soininen y col. 
2011].  Cabe  especular  que  el  desarrollo  de  recubrimientos  rugosos  con  esta  misma 
composición generaría un material  con un mayor grado de  funcionalidad que el  conseguido 
empleando  superficies  pulidas.  Por  otra  parte,  los  recubrimientos  de  DLC‐PDMS‐h  poseen 
elevada  resistencia  al  desgaste  y  a  la  corrosión  y dificultan  en  gran medida  la  adhesión  de 
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osteoblastos y precursores mesenquimales,  lo cual probablemente sea debido al bajo ángulo 
de deslizamiento de  su  superficie  [Ishizaki y col. 2010]. Todas estas propiedades  serían muy 
ventajosas para el desarrollo de  superficies articulantes, en  las  cuales el  crecimiento  celular 
podría  originar  artrofibrosis  perjudicando  su  función,  y  que  a  su  vez  requieren  un  buen 
comportamiento frente al desgaste y la corrosión. Asimismo, los recubrimientos de DLC‐PDMS‐
h podrían resultar de gran utilidad en la fabricación de dispositivos temporales que han de ser 
retirados tras el proceso de consolidación. 
 
2.  EFECTO DE  LA  TOPOGRAFÍA ORDENADA DE  LA ALEACIÓN  Ti64  SOBRE  LA 
RESPUESTA CELULAR 
Datos existentes en la literatura indican que las células cultivadas sobre superficies con 
topografías ordenadas se orientan y elongan en la dirección de la geometría del sustrato y que 
su grado de orientación depende de las dimensiones de la topografía [Curtis y Wilkinson 1997, 
Walboomers y col. 1998, Texeira y col. 2003, Lenhert y col. 2005, Loesberg y col. 2007, Charest 
y col. 2007, Crouch y col. 2009]. En el presente trabajo se ha investigado el comportamiento de 
células  osteoblásticas  y  precursores  mesenquimales  sobre  las  superficies  ordenadas  de  la 
aleación  G1  y  G2,  con  rugosidades  promedio  en  los  rangos  nanométrico  (<  100  nm)  y 
submicrométrico  (100‐500 nm),  respectivamente  [Puckett y col. 2008]. Cabe destacar que el 
proceso de abrasión mecánica empleado para  la generación de  superficies anisotrópicas no 
altera la química superficial por lo que los efectos observados en la respuesta celular se deben 
atribuir únicamente a modificaciones en la topografía. Nuestros resultados indican que ambas 
superficies promueven  la  alineación  en  la dirección de  los  surcos de  ambos  tipos  celulares. 
Diversos autores han señalado que la distribución no uniforme de proteínas de la MEC sobre la 
superficie del material puede influir notablemente en la orientación celular [den Braver y col. 
1998, Recum y Van Kooten 2005]. Durante el proceso de adhesión celular a un biomaterial, las 
proteínas de la MEC interaccionan con su superficie mediante enlaces no covalentes. Así, cabe 
especular que  la distribución desigual de  cargas  superficiales en  la  superficie de  la  aleación 
como  consecuencia  de  la  formación  de  surcos  pueda modular  la  disposición  ordenada  de 
proteínas de la MEC y por lo tanto condicionar la disposición celular [Física, Tipler 1978]. Se ha 
detectado que  el número de  células orientadas  sobre  las  superficies  submicrométricas,  con 
surcos de 1 µm de profundidad y 10 µm de ancho aumenta aproximadamente en un 30% con 
respecto  a  lo observado  sobre  superficies nanométricas,  con  surcos de una profundidad de 
150  nm  y  2  µm  de  ancho.  En  concordancia  con  nuestros  resultados,  la  alineación  de 
osteoblastos  bovinos  sobre  superficies  anisotrópicas  de  poliestireno  incrementó  casi  en  un 
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20% al aumentar la profundidad de los surcos de 50 a 150 nm [Lenhert y col. 2005]. Asimismo, 
se  ha  observado  una  tendencia  similar  en  la  orientación  de  fibroblastos  de  rata  cultivados 
sobre sustratos de silicona al  incrementar el ancho de  los surcos [Loesberg y col. 2007]. Cabe 
destacar que las superficies G2 presentan pequeñas irregularidades de rango nanométrico con 
características  topográficas  similares  a  las  de  las  muestras  G1,  probablemente  originadas 
durante  el  proceso  de  abrasión  mecánica.  Aunque  la  orientación  celular  puede  estar 
influenciada por estas  características nanométricas,  las diferencias observadas en  la  tasa de 
alineación celular entre las muestras G1 y G2 han de atribuirse a las irregularidades en el rango 
submicrométrico presentes en  las  superficies G2.  Las  células  cultivadas  sobre  las  superficies 
mecanizadas exhiben un citoesqueleto de actina organizado en fibras de estrés orientadas en 
la dirección  los  surcos. La  formación de estas  fibras depende de  la activación de  receptores 
transmembrana  de  la  familia  de  las  integrinas  durante  el  proceso  de  adhesión  celular.  Las 
integrinas  conectan  los  filamentos  de  actina  a  la  FN  secretada  por  las  células  en  forma  de 
dímeros  solubles, y esta conexión condiciona  la organización de una densa malla de  fibrillas 
insolubles  interconectadas sobre  la superficie celular [Wierzbicka‐Patynowski y Schwarzbauer 
2003].  Nuestros  resultados  indican  que  ambos  tipos  celulares  son  capaces  de  ensamblar 
fibrillas  de  FN  que  se  orientan  paralelamente  a  los  filamentos  de  actina,  tal  y  como  se  ha 
descrito  en  células  osteoblásticas  cultivadas  sobre  superficies mecanizadas  de  Ti  comercial 
puro [Lüthen y col. 2005].  
El fenómeno de orientación por contacto en células endoteliales y epiteliales implica la 
formación de protrusiones de la membrana celular inmediatamente después de que las células 
interaccionen  con  el material  [Texeira  y  col.  2003, Dalby  y  col.  2004].  Por  lo  tanto,  cabría 
esperar que  las  células osteoblásticas y precursoras detectasen  los  surcos  submicrométricos 
generados en la aleación Ti64 a través de la formación de filopodios y lamelipodios. Nuestros 
resultados  indican  que  tras  1  h  de  incubación  sobre  las  superficies  pulidas  ambos  tipos 
celulares adoptan una morfología expandida y  redondeada emitiendo  lamelipodios en  todas 
las direcciones, tal y como se ha descrito por otros autores [Fujita y col. 2009]. Sin embargo, 
sobre  las  superficies  mecanizadas  las  células  exhiben  un  mayor  número  de  filopodios 
dispuestos  mayoritariamente  de  forma  perpendicular  a  las  crestas  de  los  surcos.  En  este 
sentido, Dalby  y  col.  (2004)  observaron  que  fibroblastos  humanos  son  capaces  de  detectar 
topografías  ordenadas  con  surcos  nanométricos  mediante  la  actividad  sensorial  de  los 
filopodios. Texeira y col. (2003) llevaron a cabo un estudio de microscopía en células epiteliales 
vivas cultivadas sobre sustratos de silicona con surcos submicrométricos y observaron que las 
células  se  alineaban  en  la  dirección  de  los  surcos  a  la  vez  que  replegaban  lamelipodios 
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periódicamente siguiendo  la geometría del sustrato. Por  lo tanto, es razonable especular que 
la  alineación  de  células  osteoblásticas  y  precursoras  sobre  superficies  anisotrópicas  de  la 
aleación  Ti64 puede  ser  consecuencia de  la  formación de  extensiones  citoplasmáticas  en  la 
dirección de los surcos a tiempos muy tempranos de adhesión al material. 
Dado  que  la  formación  de  filopodios  y  lamelipodios  depende  del  ensamblaje  del 
citoesqueleto,  quisimos  estudiar  su  reorganización  en  células  incubadas  durante  cortos 
periodos  de  tiempo  sobre  las  superficies  submicrométricas  de  la  aleación  Ti64.  Trabajos 
realizados  por  otros  autores  indican  que  la  distribución  de  los  filamentos  de  actina  sobre 
superficies ordenadas juega un papel clave en el proceso de orientación celular [Walboomers y 
col.  1998,  Hamilton  y  col.  2009,  2010].  Además,  se  ha  sugerido  que  la  acumulación  de 
adhesiones focales en las crestas de los surcos podría promover la reorganización de las fibras 
de estrés de forma paralela a  la topografía del sustrato [Biggs y col. 2008, Fujita y col. 2009]. 
Los datos recogidos en esta memoria indican que tanto las fibras de estrés como los contactos 
focales de células osteoblásticas y precursores se alinean en la dirección de los surcos sobre las 
superficies anisotrópicas. Oakley y Brunette (1993) detectaron la formación de haces de actina 
localizados  en  los  bordes  de  los  surcos  en  fibroblastos  cultivados  sobre  sustratos  de  silicio 
recubiertos de Ti, con surcos de 3 µm de profundidad y 30 µm de ancho. Por otro lado, Dalby y 
col.  (2006b) observaron que  la orientación de células osteoprogenitoras sobre superficies de 
silicona con surcos de unos 500 nm de profundidad y 5 µm de ancho requiere la alineación de 
los  contactos  focales. Además,  se ha observado que  el  tamaño de  los  contactos  focales de 
células osteoblásticas de  ratón cultivadas  sobre  superficies con  topografías nanométricas de 
ácido poliláctico y poliestireno incrementó al aumentar la profundidad de las hendiduras de su 
superficie  de  14  a  45  nm  [González‐García  y  col.  2010].  En  concordancia  con  la  literatura, 
nuestros  datos  revelan  que  la  longitud  de  los  contactos  focales  de  ambos  tipos  celulares 
aumenta  sobre  las  superficies mecanizadas,  lo  que  podría  ser  debido  a  la  acumulación  de 
integrinas a consecuencia de tensiones mecánicas ejercidas sobre citoesqueleto. De hecho, el 
empleo  de  superficies  elásticas  con  topografías  regulares  o  de  bolas  nanométricas  de 
poliestireno carboxilado que  inducen tensiones en el citoesqueleto de fibroblastos conduce a 
la formación de adhesiones focales maduras de gran tamaño [Balaban y col. 2001, Galbraith y 
col. 2002]. Por el contrario, cuando existe menor tensión en el citoesqueleto,  las adhesiones 
que establecen las células con el sustrato son más pequeñas e inmaduras.  
La  información existente acerca del papel que  juegan  los microtúbulos en el proceso 
de orientación por contacto es contradictoria [Wojciak‐Stothard y col. 1996, Théry y col. 2006, 
Théry y Bornens 2006]. Algunos autores han observado que  los cambios en  la morfología y la 
polarización celular no requieren la participación de los microtúbulos, mientras que otros han 
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detectado que el  citoesqueleto de  tubulina está  implicado en el proceso de orientación por 
contacto [Oakley y Brunette 1993, Stepien y col. 1999, Krzysiek‐Maczka y col. 2009]. Además, 
se ha observado que  la  inhibición de  la nucleación de microtúbulos en  fibroblastos y células 
epiteliales  disminuye  su  orientación  sobre  superficies  con  topografías  ordenadas  de 
polisiloxano  de  vinilo  [Hamilton  y  col.  2009].  Los  datos  incluidos  en  la  presente memoria 
indican  que  tanto  los  filamentos  de  actina  como  la  tubulina  acetilada,  característica  de 
microtúbulos  estables,  se  orientan  en  la  dirección  de  los  surcos  sobre  las  superficies 
submicrométricas  de  Ti64.  En  este  sentido,  Oakley  y  Brunette  (1993)  observaron  en 
fibroblastos humanos cultivados sobre superficies ordenadas de Ti que los microtúbulos son la 
primera estructura que se orienta en  la dirección de  los surcos, antes que  los  filamentos de 
actina.  Aunque  no  hemos  determinado  si  la  reorganización  de  estas  estructuras  ocurre  de 
forma  secuencial  el  tiempo,  es  posible  especular  que  la  organización  de microtúbulos  de 
células osteoblásticas y precursores mesenquimales precede a  la reorganización de  las  fibras 
de  estrés  y  participa  en  el  mantenimiento  de  la  morfología  celular  sobre  superficies 
anisotrópicas de Ti64. 
Los datos recogidos en esta memoria  indican que  la orientación celular por contacto 
sobre  superficies  anisotrópicas de  Ti64  implica  la participación  de prolongaciones  celulares, 
filamentos  de  actina  y  tubulina,  proteínas  de  la MEC  y  contactos  focales.  A  continuación, 
quisimos  estudiar  los mecanismos moleculares  implicados  en  el  proceso  de  orientación  de 
hOBs y hMSCs sobre superficies submicrométricas de la aleación. La GTPasa RhoA a través de 
su efector ROCK modula el ensamblaje de las adhesiones focales, participa en la polimerización 
del  citoesqueleto  celular  y  promueve  la migración  celular  [Etienne‐Manneville  y Hall  2004, 
Raftopoulou  y  Hall  2004,  Vicente‐Manzanares  y  col.  2009].  Nuestros  datos  revelan  que  la 
actividad  basal  de RhoA  tras  2 o  24  h  de  incubación  y  la  de ROCK,  tras  24  h  en  cultivo  es 
superior en  células hMSCs que en hOBs. Estas diferencias podrían estar  relacionadas  con  la 
distinta  capacidad  de  migración  que  poseen  ambos  tipos  celulares.  De  hecho,  las  células 
mesenquimales de médula ósea presentan una elevada tasa de migración mientras que para 
desempeñar  su  función  los  osteoblastos  no  requieren  grandes  desplazamientos  [Yoo  y  col. 
1998,  Chamberlain  y  col.  2007].  Dado  que  la  vía  RhoA/ROCK  participa  en  la  formación  de 
contactos focales y fibras de estrés durante el proceso de adhesión celular, cabe esperar que 
su actividad varíe en función del tiempo de incubación. En efecto, nuestros resultados indican 
que las actividades de RhoA y ROCK disminuyen entre 2 y 24 h, tiempo tras el cual las células 
presentan una morfología expandida con el citoesqueleto bien organizado en fibras de estrés. 
En este sentido, Ren y col. (1999) detectaron que la actividad de Rho en fibroblastos cultivados 
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sobre  plástico  de  cultivo  recubierto  con  FN  aumenta  entre  60  y  90  min  de  incubación, 
disminuyendo posteriormente.  
Datos existentes en la literatura indican que RhoA interviene en la orientación de células 
del  epitelio  corneal  y  células  de  tendón  sobre  superficies  ordenadas  de  cuarzo  y  silicona, 
respectivamente  [Rajnicek y col. 2008, Zhu y col. 2010]. Hasta  la  fecha  se desconoce  si esta 
proteína  está  implicada  en  la  orientación  por  contacto  de  células  formadoras  de  hueso  y 
precursores mesenquimales sobre superficies ordenadas de Ti64. Nuestros resultados  indican 
que la actividad RhoA de ambos tipos celulares incrementa sobre las superficies anisotrópicas, 
en comparación con las superficies pulidas. Respecto a su localización, la proteína total, activa 
e  inactiva,  se  acumula  en  las  prolongaciones  citoplasmáticas  y  zonas  de  contacto  con  las 
crestas  de  los  surcos  sobre  superficies  mecanizadas.  En  otros  tipos  celulares,  tales  como 
fibroblastos  murinos  o  células  T,  se  ha  detectado  que  la  acumulación  de  RhoA  en  las 
prolongaciones  citoplasmáticas  corresponde  a  su  forma  activa,  lo  que  sugiere  que  la  señal 
observada en hMSCs y hOB cultivados sobre las superficies anisotrópicas podría corresponder 
principalmente a  la GTPasa activa [Pertz y col. 2006, Heasman y col. 2010]. Curiosamente,  la 
actividad ROCK  incrementa en hMSCs cultivadas sobre  las superficies mecanizadas, mientras 
que no  se modifica  en hOBs.  En  este  sentido,  recientemente  se ha observado  en  tenocitos 
cultivados sobre sustratos con surcos ordenados que  la adquisición de una morfología celular 
alargada conduce a un aumento en  la actividad RhoA y a  la disminución de  la actividad ROCK 
[Zhu y col. 2010]. 
La  participación  de  la  vía  RhoA/ROCK  en  el  proceso  de  orientación  celular  sobre  las 
superficies submicrométricas se investigó empleando los compuestos C3 transferasa y HF, que 
atenúan las actividades de RhoA y ROCK respectivamente. Otros autores han observado que la 
inhibición de la actividad RhoA en distintos tipos celulares, tales como células mesenquimales 
o fibroblastos conduce a cambios en la morfología celular [Hall y Nobes 2000, Jaganathan y col. 
2007]. Nuestros datos indican que el tratamiento con C3 promueve un aumento en el tamaño 
de ambos tipos celulares e  induce  la desorganización del citoesqueleto de actina. Además, el 
tratamiento  con  C3  provocó  una  disminución  de  la  localización  de  esta  GTPasa  en  las 
prolongaciones  citoplasmáticas y una mayor acumulación en  la  zona perinuclear. De nuevo, 
estos  datos  apuntan  a  que  las  acumulaciones  de  RhoA  detectadas  en  las  extensiones 
citoplasmáticas de  ambos  tipos  celulares  corresponden  a  la  forma  activa de  la GTPasa. Del 
mismo modo, la atenuación de la actividad ROCK provocó la desorganización del citoesqueleto 
de  actina de hMSCs  y hOBs  y un  aumento  en  el  área  celular,  tal  y  como  se ha descrito  en 
células HeLa y COS‐7 [Ishizaki y col. 1996, Uehata y col. 1997]. Con el fin de evaluar si  la ruta 
RhoA/ROCK participa en  la orientación  inicial o en el mantenimiento de  la alineación de  las 
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células  sobre  las superficies mecanizadas,  los  inhibidores  se añadieron en el momento de  la 
siembra o 24 h después. Los resultados  indicaron que RhoA participa en  la orientación  inicial 
de  células  hMSCs  sobre  superficies  submicrométricas  a  través  de  su  efector  ROCK.  En  este 
sentido,  Provenzano  y  col.  (2008)  observaron  que  la  vía  RhoA/ROCK  participa  en  la 
reorganización de las fibras de colágeno que conducen a la orientación por contacto de células 
de cáncer de mama humanas. Sin embargo, cuando los inhibidores se añaden 24 h después de 
la  siembra,  sólo  la  atenuación  de RhoA  es  capaz  de  alterar  la  orientación  de  hMSCs.  Estos 
datos  indican que RhoA modula  la disposición ordenada de células hMSCs a  través de ROCK 
sobre las superficies submicrométricas en las primeras etapas de adhesión, pero no cuando las 
células  ya  están  alineadas  sobre  el  sustrato.  Por  otro  lado,  aunque  la  actividad  de  RhoA 
aumente  sobre  superficies mecanizadas, ni  la atenuación de esta GTPasa ni  la de  su efector 
ROCK modifica  la  orientación  de  hOBs  sobre  las  superficies  submicrométricas.  Estos  datos 
apuntan a que existen otras vías de señalización implicadas en la regulación de la orientación 
por contacto de hOBs. En efecto, otros autores han detectado  la participación de  la GTPasa 
Rac1 en macrófagos o  la proteína RACK1 en células de carcinoma mamario en el proceso de 
orientación por contacto sobre superficies ordenadas [Allen y col. 1997, Dalby y col. 2008]. Ya 
que  la  vía  de  señalización mediada  por  Rac1  está  implicada  en  el  proceso  de  adhesión  de 
células  osteoblásticas,  es  razonable  especular  que  esta  GTPasa  participe  en  el  proceso  de 
orientación de hOBs sobre las superficies mecanizadas y en el mantenimiento de la alineación 
tras  la atenuación de RhoA  [Nobes y Hall 1999, Banyard y  col. 2000, Fukuyama y col. 2004, 
Lane y col. 2012]. Por último, cabe señalar que  la elongación celular que sufren ambos tipos 
celulares  sobre  las  superficies mecanizadas  está  controlada  por  RhoA,  pero  no  por  ROCK. 
Además,  la  atenuación  de  la  actividad  de  RhoA,  pero  no  la  de  ROCK,  provoca  la 
desorganización de microtúbulos estables en ambos tipos celulares. Estos datos sugieren que 
RhoA controla la reorganización de los microtúbulos a través de un efector diferente a ROCK y 
que  el  ensamblaje  de  estas  estructuras modula  la  elongación  celular  sobre  las  superficies 
mecanizadas. En este sentido, datos disponibles en  la  literatura  indican que RhoA modula  la 
organización  de microtúbulos  estables  a  través  de  su  efector mDia  en  células  HeLa  o  3T3 
[Ishizaki y col. 2001, Palazzo y col. 2001].   
Las  superficies  con  topografías ordenadas  son  capaces de  regular diversas  funciones 
celulares  in  vitro  tales  como  adhesión, proliferación o diferenciación de  células precursoras 
hacia el linaje osteoblástico [Dalby y col. 2006a, 2007, Oh y col. 2009, Pot y col. 2010, Lamers y 
col. 2010, McNamara y col. 2010, Watari y col. 2012]. Como se ha mencionado anteriormente, 
la  mayoría  de  estos  trabajos  emplean  superficies  anisotrópicas  con  modificaciones  en  su 
composición  química,  lo  que  dificulta  atribuir  los  efectos  observados  a  una  variable  en 
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particular. Los datos incluidos en esta memoria indican que las modificaciones ensayadas en la 
aleación Ti64, que afectan exclusivamente a  su  topografía,  favorecen  la adhesión  inicial y  la 
proliferación de hMSCs mientras que no alteran la respuesta de hOBs. Aunque los osteoblastos 
derivan de precursores mesenquimales, el comportamiento de estos dos tipos celulares sobre 
superficies de Ti64 puede ser muy diferente [Deligianni y col. 2001, Anselme y col. 2002]. Así, 
se ha observado que  la adhesión y proliferación de células MSC cultivadas  sobre  superficies 
mecanizadas  de  la  aleación  Ti64  recubiertas  con  hidroxiapatita  incrementa  al  aumentar  el 
tamaño de los surcos [Deligianni y col 2001]. Por el contrario, estas mismas funciones celulares 
no se alteraron tras cultivar osteoblastos sobre superficies similares con surcos de entre 70 nm 
y 1,2 µm [Anseme y col. 2002]. Estas observaciones apuntan a que  las células precursoras en 
un estado  indiferenciado son más sensibles a  las topografías ordenadas que  los osteoblastos 
maduros.  
La morfología que adoptan  las células mesenquimales en función de  la geometría del 
sustrato puede influir en su diferenciación hacia un linaje determinado [Kilian y col. 2010, Peng 
y col. 2011]. En concreto, se ha observado que las topografías que inducen un aumento en la 
contractilidad celular favorecen la maduración hacia el linaje osteoformador, mientras que las 
superficies que permiten a las células adoptar una morfología redondeada, sin tensiones en el 
citoesqueleto, promueven su diferenciación adipogénica. Ya que  la generación de superficies 
anisotrópicas  en  la  aleación  Ti64  condiciona  la  disposición  alargada  y  ordenada  de  células 
hMSCs,  cabe  esperar  que  estas  topografías  promuevan  su  diferenciación  osteogénica.  En 
efecto, los datos incluidos en la presente memoria indican que las superficies mecanizadas de 
la  aleación  inducen  un  aumento  en  la  actividad  FA  y  en  la  secreción  de OPN, marcadores 
característicos de diferenciación osteoblástica. En este sentido, Zhu y col. (2011) detectaron un 
aumento en  la expresión de Runx2, OC y OPN en células hMSCs cultivadas sobre superficies 
con surcos micrométricos, fabricadas con nanofibras biológicas. Por otro lado, la expresión de 
Runx2, OC y BSP en células embrionarias de ratón fue superior sobre sustratos con topografías 
ordenadas  de  ácido  poliláctico  que  sobre  superficies  lisas  [Smith  y  col.  2009].  Todos  estos 
datos apuntan a que el alineamiento y  la elongación que sufren  las hMSCs sobre superficies 
ordenadas de  Ti64  favorecen  su diferenciación hacia  el  linaje  osteoblástico, probablemente 
debido a las señales mecánicas que ejerce el sustrato sobre las células. Como se ha comentado 
anteriormente, las GTPasas de la familia de Rho participan en la regulación de la organización 
del citoesqueleto de actina en respuesta a señales extracelulares. Ya que la actividad de RhoA 
y ROCK de células hMSCs incrementa sobre las superficies mecanizadas,  es plausible especular 
que  el  mecanismo  mediante  el  cual  superficies  anisotrópicas  de  Ti64  promueven  su 
diferenciación osteoblástica esté relacionado con  la activación de esta vía de señalización. En 
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este  sentido, Arnsdorf  y  col.  (2009)  detectaron  que  la  vía  de  señalización  RhoA/ROCK  está 
implicada en  la diferenciación de células progenitoras hacia el  linaje osteoformador  inducida 
por  flujo  de  fluidos.  Además, McBeath  y  col.  (2004)  observaron  que  tras  sobreexpresar  la 
forma activa de RhoA en células hMSCs mediante el empleo de adenovirus recombinantes se 
inducía diferenciación osteoblástica. Por otro  lado, pocos autores han estudiado el efecto de 
las  topografías ordenadas sobre el proceso de diferenciación de precursores mesenquimales 
hacia linaje adipogénico. Como se ha comentado anteriormente, las superficies que permiten a 
las células adoptar una morfología redondeada, sin tensiones en el citoesqueleto, promueven 
su diferenciación  adipogénica, mientras que  superficies  con  características  topográficas que 
inducen fuertes tensiones en el esqueleto de células mesenquimales inhiben su diferenciación 
a adipocitos [Kilian y col. 2010, Yang y col. 2012]. Ya que sobre las superficies mecanizadas las 
células adquieren una morfología alargada con el citoesqueleto de actina organizado en fibras 
de estrés bien definidas, cabria esperar que estas topografías  inhiban su diferenciación hacia 
linaje adipogénico. Sin embargo, nuestros resultados indican que la generación de surcos en la 
superficie de la aleación Ti64 no afecta a la capacidad de diferenciación adipogénica de hMSCs. 
Tomados en conjunto, los resultados incluidos en la presente memoria indican que las 
superficies de Ti64 modificadas mediante abrasión mecánica permiten controlar la orientación 
celular a través de  irregularidades periódicas que alteran su topografía.   En concreto, se han 
seleccionado  topografías  submicrométricas que  inducen  la alineación de  células precursoras 
mesenquimales  sobre  la  aleación  Ti64  a  través de  la participación de  la  vía de  señalización 
mediada por RhoA. Además, se ha identificado que estas superficies anisotrópicas favorecen la 
maduración de células precursoras hacia linaje osteoformador y no alteran su diferenciación a 
adipocitos. Por  todo ello,  cabe especular que el empleo de  la aleación Ti64  con  topografías 
ordenadas  que mimeticen  las  características  naturales  del  hueso  favorecería  la  formación 
organizada del tejido óseo, lo que redundaría en una mejor osteointegración del implante.  
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De todo lo expuesto se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
1. Los recubrimientos híbridos  DLC‐PTFE‐h permiten la correcta adhesión y proliferación 
de células osteoformadoras y precursoras mesenquimales humanas mientras que  los 
recubrimientos DLC‐PDMS‐h las dificultan. 
 
2. Las topografías ordenadas de la aleación Ti64 generadas mediante abrasión mecánica, 
con rugosidades promedio en los rangos nanométrico y submicrométrico, promueven 
la orientación y elongación de células osteoformadoras y precursoras mesenquimales 
humanas en la dirección de los surcos y favorecen la adhesión de las precursoras.  
 
3. El  fenómeno de orientación por contacto de ambos  tipos celulares sobre  topografías 
ordenadas submicrométricas de  la aleación Ti64  implica  formación de  filopodios y  la 
orientación  temprana  de  fibras  de  estrés,  microtúbulos  y  contactos  focales  en  la 
dirección de los surcos. 
 
4. La GTPasa RhoA participa en el proceso de orientación de células precursoras humanas 
sobre  topografías  ordenadas  submicrométricas  de  la  aleación  Ti64  a  través  de  su 
efector ROCK, pero no en el de células osteoformadoras. 
 
5. Las  topografías  ordenadas  submicrométricas  de  la  aleación  Ti64  favorecen  la 
proliferación y la maduración de células precursoras mesenquimales humanas hacia el 
linaje osteoformador.  
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